











Die Furfurol- und Kohlensaure-bildung aus Uronsiuren. 


Von 
Hl. Franken. 


(Aus dem Laboratorium fiir Technische Botanik der Technischen Hochschule 
Delft.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1932.) 


Erster Teil: Die Furfurolbildung. 
A. Uber Méglichkeiten des Reaktionsverlaujes bei der Furfurolbildung. 
Bei der Erhitzung von Uronséuren zum Sieden erfolgt bei Gegen- 
wart von Mineralsduren Furfurolbildung: C,H,g0;—» C,H,O, + CO, 
+ 3H,O. Entsprechend dieser Gleichung bestehen fiir den Reaktions- 
verlauf der Furfurolbildung die folgenden Méglichkeiten: 
1. Decarboxylierung mit nachfolgender Dehydratisierung: 


. co, : 3H.LO . 
Cg Hy) 0; - —» C5 Hyg Os ~ C5 Hyg Og. 


Uronsaure Pentose Furfurol 

2. Gleichzeitig erfolgende Decarboxylierung und Dehydratisierung. 

3. Vollstandige Dehydratisierung mit nachfolgender Decarboxy- 
lierung: 
CoH 0; "2 °> HOC, H,O).COOH — ©? + OL H,O,. 

Uronsaure Furfurolkarbonsaiure-5 Furfurol 

4. Abspaltung zweier Molekiile H,O, Decarboxylierung und Abgabe 
eines weiteren Molekiiis H,O. 

5. Abspaltung von einem Molekiil H,O, Decarboxylierung und 
Abgabe zweier weiterer Molekiile H,O. 

Diese Méglichkeiten wurden fiir Galakturonsiure und zum Teil 
auch fiir Glucuronsaiure untersucht. 


B. Priifung der Méglichkeit 1 des Reaktionsverlaufes. 

Zur Untersuchung der Frage, ob die Reaktion den unter 1. an- 
gefiihrten Verlauf nimmt, wurden die Versuchsbedingungen so gewahlt, 
daB ein vollstandiger Ubergang von Uronsiure in Furfurol nicht er- 
folgen konnte. Es wurde erwartet, daB ein bei der Reaktion gegebenen- 
falls entstehendes Zwischenprodukt faBbar ware. Zu diesem Zweck 
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wurde Galakturonséiure wahrend 6 Stunden mit 2°,iger Schwefelsiure 
unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Bei dieser Saurekonzentration 
wurde von der Galakturonsaiure eine erhebliche Menge Kohlensaure 
abgespalten (vgi. weiter unten): unter analogen Bedingungen konnte 
bei Arabinose keine Furfurolbildung nachgewiesen werden  (vgl. 
Tabelle II). 

Die Kohlenséure wurde nach Lefévre und Tollens (1) in der Modi- 
fikation von Sloep (2) bestimmt. 

5g Bariumgalakturonat wurden wahrend 6 Stunden mit 100 cem 
2° iger Schwefelséure unter RiickfluB zum Sieden erhitzt, wahrend mittels 
eines kohlensaurefreien Luftstroms (etwa zwei Blasen pro Sekunde) die 
abgespaltene Kohlensaiure in mehrere hintereinandergeschaltete, mit ab- 
gemessenen Mengen n/10 Barytlésung beschickte AbsorptionsgefaBe iiber- 
gefiihrt wurde. Die unverbrauchte Lauge wurde durch Titration mit n/10 
Salzsaure mit Phenolphthalein als Indikator bestimmt. 

In zwei Bestimmungen wurden 42,7 (43,0) cem n/10 Ba(OH),-Lésung, 
entsprechend 93,9 (94,7) mg CO, baw. 320 (323) mg Arabinose bzw. 557 
(562) mg Bariumgalakturonat, verbraucht. 

An Stelle der der gebildeten Kohlensiure entsprechenden Ara- 
binosemenge, nimlich 320mg Arabinose, waren in der Reaktions- 
fliissigkeit nur einige Milligramm Arabinose mit Diphenylhydrazin 
nachweisbar (3). Unter den gleichen Bedingungen wurde mit Glucuron- 
siure ein analoges Ergebnis erhalten. 

Dieses Verhalten deutet an, daB die Furfurolbildung partiell 
iiber die Pentose verliuft; indessen erscheint es wahrscheinlich, daf 
die Bildung gréBtenteils auf anderem Wege erfolgt. 

Zur weiteren Priifung der Méglichkeit 1 des Reaktionsverlaufes 
wurde die Reaktionsgeschwindigkeit der Furfurolbildung einerseits 
aus Galakturonsaure, andererseits aus Arabinose gemessen. Ist die 
Geschwindigkeit letzterer Reaktion viel kleiner als die der ersteren 
(es hat sich gezeigt, daB das der Fall ist), dann erscheint die tiherwiegend: 
Bildung von Pentose als Zwischenprodukt der Reaktion erst recht 
unwahrscheinlich. 

5g Bariumgalakturonat und 150 cem 2°, ige Schwefelsiure wurden 
in einem etwa 250 ccm fassenden Rundkolben mit doppelt durchbohrtem 
Gummistopfen, dessen eine Bohrung mit einem Tropftrichter, die andere 
mit Tropfenfainger und absteigendem Kiihler versehen war, im Metallbacd 
auf konstante Temperatur erhitzt. Waren 30 ccm Destillat iibergegangen. 
dann wurde die Reaktionsfliissigkeit durch den Trichter wieder mit 30 ccm 
Wasser erginzt. Das Destillat wurde im eisgekiihlten Erlenmeyer-Kolben 
von Stunde zu Stunde gesammelt und mit soviel konzentrierter Salzsaéure 
versetzt, bis die Salzsiurekonzentration 12°, betrug. Nach Zugabe einer 
Phloroglucinlésung in 12° ,iger Salzséure und 24stiindigem Stehen wurde 
der entstandene Niederschlag filtriert und nach vierstiindigem Trocknen 
bei 97 bis 100°C zur Wagung gebracht. So wurde nacheinander mit den 
aufgefangenen Destillaten in der ersten Stunde, zweiten usw. Stunde 
verfahren. 
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Tabelle J. 


Furfurolbildung aus Galakturonséure (5g Bariumgalakturonat, 150 cen 
2° ,ige Schwefelsdure). 





Reagens r 
Te —_ . urfurol 
Ver- ¥ -" ~ a, Destillat kon- Phloro- phlore- 
such Min. , zentrierte glucin- glueid 
Salzsdure salzsiure 
oC cem ecm cem mg 
A Von 0 bis 60 126 149.5 72 15 36 
, eo. = 126 144 69.5 20 8.1 
» 126, 180 126 142.5 68,5 15 10.1 
B ™ a 60 119 119 57 15 3,2 
60 . 120 119 110 53 15 65 
120 , 180 120 106 51 15 8.0 
180 , 360 121 332 159 30 265 


Bereits nach 15 Minuten langem Sieden war bei obigem Versuch 
im Destillat mit Anilinacetat Furfurol nachweisbar. 

Dieser Versuch wurde mit Arabinose wiederholt. Zwecks Aus 
fiihrung der Zerlegung unter den gleichen Versuchsbedingungen wie 
die der Uronsaéure, wurden 300 mg der Pentose angewandt, da unter 
der Voraussetzung einer tiber die Pentose verlaufenden Uronséure 
decarboxylierung bei 6stiindigem Kochen mit 150 cem 2 °,iger Schwefel- 
siure aus 5g Bariumgalakturonat etwa 300 mg Arabinose (vgl. oben) 
entstanden waren. 

Tabelle 11. 
Furfurolbildung aus Arabinose (300 mg Arabinose, 150 cem 2° ,ige Schwefel 


saure). 





Reagens Furfuro!) 


Temperatur phlore- 


Destillat 


Min. auBen konzentrierte  Phloroglucin- ay 
Salzsiure Salzsaure glucid 
oC com ecm ecem mg 
Von 0 bis 60 121 135 65 15 0 
60 . 120 122 140.5 67,5 15 0 
120 , 180 122 141.5 68 15 0 
180 . 270 123 242 116 15 0 


Nach Zugabe der Phloroglucinsalzsiure zum Destillat wurde 
nacheinander Gelb- und Griinfarbung, jedoch fast kein Niederschlag 
beobachtet. 

Wahrend also aus Galakturonsdiure erhebliche Mengen Furfurol 
entstanden waren, war unter den gleichen Bedingungen bei Arabinose 
keine Furfurolbildung nachweisbar. Nach diesen Versuchen ist also 
bei der Reaktion eine iiberwiegende Bildung von Pentosen als Zwischen- 
produkt unwahrscheinlich. 


i7* 
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C. Die Méglichkeit 2 des Reaktionsverlaujes. 

Es bleibt die Méglichkeit einer Erklarung obiger Ergebnisse in 
der Weise, daB die intermediir entstehenden Pentosen mit gréBere: 
Geschwindigkeit Furfurol bilden als die bereits fertig vorgebildeten 
Pentosemolekiile. Diese Erklirung des Reaktionsverlaufes ist jedoch 
nicht von der Méglichkeit 2 unterscheidbar. Ein direkter Beweis fiir 
einen derartigen Reaktionsverlauf lieB sich nicht erbringen. Wir werden 
jedoch sehen, daB sich, nachdem die anderen Méglichkeiten fortfallen, 
indirekt die zweite Méglichkeit ergibt. 


D. Priifung der Méglichkeit 3. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die Furfurolbildung iiber eine 
durch Abspaltung dreier Molekiile Wasser entstehende Furfurolearbon- 
siure-5 und anschlieBende Decarboxylierung erfolgt, wurde versucht, 
die Furfurolearbonsaure als Zwischenprodukt zu fassen. Das wurde 
durch Festlegung der Carboxylgruppe der Uronsaure in der Weise 
versucht, daB die Saure als Bariumsalz dehydratisiert wurde. Zur Er- 
zielung der Dehydratisierung wurde das Bariumsalz mit Wasserdampf 
unter Druck erhitzt. Dabei wurde angenommen, daB die Wasserab- 
spaltung bei Behandlung mit Wasserdampf unter Druck in analoger 
Weise vor sich geht, wie bei der zur Furfurolbildung fiihrenden Saure- 
behandlung freier Uronsiuren. Da es bekannt ist, daB bei der Ein- 
wirkung von Wasserdampf unter Druck auf Pentosen Furfurol ent- 
steht (4), hat diese Annahme eine gewisse Berechtigung. 

Methodik. 100cem einer 5°,igen, wiasserigen Bariumgalakturonat 
lésung wurden wiahrend bestimmten, zunehmenden Zeiten im Autoklaven 
bei verschiedenen Temperaturen erhitzt. Nach dem Filtrieren des bréun- 
lichen Niederschlags und Entfairben des Filtrats mit Norit wurde das 
Bariumsalz mit iiberschiissigem Alkohol gefiallt. 

Mit den durch Wasserabspaltung erhaltenen Bariumsalzen wurden 
Bariumbestimmungen ausgefiihrt, da eine etwaige Zunahme des Barium. 


Tabelle 111. 
Bariumgehalt der aus 5°,igen wasserigen Bariumgalakturonatlésungen mit 
Wasserdampf unter Druck gewonnenen Praparate (Mittel aus je zwei Be- 
stimmungen). 





Dauer der Tempe-. Bezeichnung 
Ausgangsprodukt Behandlung  ratur der erhaltenen J, Ba 

100 ecm Min. oC Bariumsalze 
5%pige Bariumgalakturonatlosung 150 110 =Praparat 1 27,3 
5/pige js 180 125 ‘ 2 34,4 
5 /pige = 210 138 ” 3 36,4 
7 /oige ‘ 30 181 4 40,8 
5°/,ige a 90 180 ‘ 5 42.6 
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gehalts auf einen Gehalt der Praparate an dem Bariumsalz der Furfurol- 
carbonsaure-5 mit 33,1°,, Ba hinweist, wahrend Bariumgalakturonat 
nur 26.3°, Ba enthalt. 

Bei der Einwirkung von Wasserdamp{ unter Druck auf Barium 
galakturonat resultiert also ein starker Anstieqg des Bariumgehalts in 
Abhdngigkeit von Temperatur und Zeit. 

Um zu priifen, ob die Steigerung des Bariumgehalts der Bildung 
des Bariumsalzes der Furfurolcarbonsaéure-5 zuzuschreiben ist, wurden 
mit den Bariumpraparaten Furfurolbestimmungen ausgefiihrt, da in 
Anwesenheit des Bariumsalzes der Furfurolcarbonsaure-5 beim Kochen 
mit Mineralsiuren eine im Verhaltnis zur gleichen Bariumgalakturonat- 
menge gesteigerte Furfurolmenge zu erwarten ist. 

Die Praparate wurden mit 12°,iger Salzsdure erhitzt und das 
entstandene Furfurol als Phloroglucid gewogen. 


Tabelle 1V. 


Furfurolbildung aus Bariumgalakturonat und aus durch Behandlung mit 
Wasserdampf unter Druck aus Bariumgalakturonat erhaltenen Bariumsalz 





praparaten. 
Furfurolphloroglucid 
Priiparat ° 9 Ba saat gefunden een 
Substanz 
mg mg mg 
Bariumgalakturonat . . . 26,65 279.9 70.1 75,0 
Praparat 1 (Tabelle III) . 27,3 295.5 69.6 70,5 
1 ( - Ill) . 303.4 745 
. oh ws IT) . 34,4 300.5 18,2 18,1 
i a Il) . 301,5 18,1 
u Aa IT) . 36,4 303,2 3,5 3.4 
me Il) . 300,1 3.5 
. - a 7m). 40.8 300,1 0 0) 


Demnach nimmt die beim Kochen mit 12°,iger Salzsdure gebildete 
Furfurolmenge mit zunehmendem Bariumgehalt der Prdparate ab. Sogar 
aus Praparat 1 (27,3°, Ba) entsteht weniger Furfurol als aus Barium- 
galakturonat. Daraus ist zu schlieBen, daB die in oben beschriebener 
Weise gewonnenen Praparate kein Bariumsalz der Furfurolearbonsdure-5 
enthalten. Wahrscheinlich stammt das gebildete Furfurol von un- 
zersetztem, in den bariumhaltigen Produkten noch anwesendem Barium- 
galakturonat, zumal die Praparate 1 und 2 deutliche, 3 eben noch, 


4 dagegen keine Naphthoresorcinreaktion (5) geben. Nach den vor- 
liegenden Ergebnissen besitzt Méglichkeit 3 fiir die Furfurolbildung 
geringe Wahrscheinlichkeit. Zwar konnte durch obige Versuche der 





250 H. Franken: 


Beweis fiir die Bildung eines oder mehrerer Nebenprodukte erbracht 
werden, indessen liefern diese bei der Einwirkung von Mineralsauren 
kein Furfurol. 

E. Die Méglichkeiten 4 und 5. 

Die oben erérterten Versuchsergebnisse machen auch die Méglich- 
keiten 4 und 5 der Furfurolbildung unwahrscheinlich. Auch dann, 
wenn die Reaktion unter Abspaltung zweier oder eines Molekiils Wasser 
verlauft, sind Zwischenprodukte zu erwarten, die beim Kochen mit 
Mineralsiuren mehr Furfurol liefern als die gleiche Uronsiuremenge. 
Es wurden jedoch nur Produkte erhalten, die kein Furfurol geben. 


Ergebnis des ersten Teils. 

Die Furfurolbildung aus Uronséuren verlauft in Gegenwart von Mineral- 
siuren wenigstens teilweise iiber die zugehérigen Pentosen. Bei der Reaktion 
iiberwiegt wahrscheinlich die gleichzeitige Dehydratisierung und Decarboxy 
lierung, vielleicht derart, das die Pentosen im Augenblick der Entstehung 
Kohlensaure abspalten. 


Zweiter Teil: Die Kohlensiurebildung. 
A. Der Verlauf der Kohlensdurebilduna aus den Uronsduren. 

Es laBt sich der Nachweis erbringen, daB die Decarboxylierung 
der Uronsaiuren unter der Einwirkung von Mineralséuren in der Siede- 
hitze einerseits gemaB der Gleichung 

C,.H0, > C;H,0, + CO, + 3H,O 
verlauft, andererseits aber ein Teil der Kohlensaure durch eine anders- 
artige Reaktion entsteht. Folgende Beobachtungen machen das schon 
wahrscheinlich: 

1. Bei der quantitativen Furfurolbestimmung (6) durch (Erhitzen 
von 300mg Uronsaiure mit 12°,iger Salzsiure zum Sieden) dauert 
das Abdestillieren des Furfurols 1} 2 bis 2 Stunden. Bei der quanti- 
tativen Kohlensdurebestimmung (mit gleichen Mengen Uronsauren) 
erfordert die Abspaltung der Kohlensiure etwa 5 Stunden (7). Daraus 
geht hervor, daB nach 1'/,stiindigem Behandeln mit Salzsaure in der 
Siedehitze ein Kérper gebildet sein kann, der zwar kein Furfurol mehr 
abgibt, aber wohl Kohlensaure abspaltet. 

2. Die Furfurolausbeute bei der Uronsaurespaltung ist viel geringer 
als bei der aquivalenten Menge Pentose. Bei einem Reaktionsverlauf 
iiber die Pentose nach 

CgHyo 0; —~ °02--» ©oH10 05 — 320, CyH, 03, 
Uronsaure Pentose Furfurol 


ware unter den gewahlten Bedingungen aus 300 mg Galakturonsaure 
eine Ausbeute von 232mg Arabinose bzw. 206mg _ Furfurolphloro- 
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glucid (8) zu erwarten, indessen betrigt sie nur 100 mg Furfurolphloro- 
glucid (9). 

Gefunden wurde, daB die durch Behandlung von Bariumgalak- 
turonat mit Wasserdampf unter Druck erhaltlichen Praparate (vgl. 
1. Teil sub. D. dieser Mitteilung) beim Kochen mit Mineralsiuren 
Kohlensaure abspalten. 

Dieses Verhalten macht einen Gehalt dieser Praparate an einem 
normalerweise bei der Uronsaduredecarboxylierung entstehenden 
Zwischenprodukt insoweit wahrscheinlich, als diese nicht unter gleich- 
zeitiger Furfurolbildung vor sich geht. Es war also in erster Linie 
angezeigt, zu priifen, welches Produkt in diesen Praparaten enthalten sei. 


B. Untersuchung der aus Bariumgalakturonat mittels Wasserdampt unter 
Druck entstandenen bariumhaltigen Produkte. 

Die Bariumpriparate der Tabelle II] besitzen folgende Eigen- 
schaften: 

1. Keine Farbreaktion des Furfurols und seiner Derivate. 

2. Reduktion Fehlingscher Lésung in der Kalte. 

3. Reduktion von Kaliumpermanganatlésung in der Kalte. 

4. Sofortige Entfirbung von Jodjodkalilésung in der Kalte. 


Ehrlich, Schubert, Link und Niemann (10) fanden bei der Einwirkung 
von Mineralsiuren auf Galakturonsaure in der Siedehitze einen Fehling- 
sche Lésung in der Kalte reduzierenden, nicht naher untersuchten 
Koérper, der wahrscheinlich mit der hier beschriebenen Substanz nahe 
verwandt ist. Auch unreines Bariumgalakturonat (aus Citronenpektin) 
reduziert unter anderem Fehlingsche Lésung in der Kalte und enthalt 
wahrscheinlich die gleiche Substanz. 

Fiir die Identifizierung des Produktes erwies sich die Betrachtung 
als fruchtbar, daB eine gewisse Analogie zwischen den Reaktionen 
Uronsiure —» Furfurolcarbonsaure-5 und Hexose —» «-Oxymethyl- 
furfurol besteht gemaB: 

Cg Hyp 0; — HOC(CH,0O). COOH + 3 HAO, 
Furfurolcarbonsiure-5 

(gH yO, —> HOC (C,H, 0) CHZOH + 3 HO. 

Hexose o-Oxymethylfurfurol 

Aus -Oxymethylfurfurol entsteht bei Saureeinwirkung unter 
Abspaltung von Ameisensiure Lavulinsaéure (11): 

‘) 
Cy H, 0, + 2H,0 — HCOOH + CH,—( (CHg)g—C OOH. 


Diese Reaktion verlauft fast quantitativ, so das} Oxymethyl- 
furfurol nur noch in Spuren nachweisbar ist. 
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Daraus ergibt sich die Méglichkeit, daB bei der Behandlung 
von Bariumgalakturonat mit Wasserdampf unter Druck zwar zuerst 
das Bariumsalz von Furfurolcarbonséure-5 entsteht, dieses jedoch 
ebenso unbestandig ist wie m-Oxymethylfurfurol und analog letzterem 
unter Abspaltung von Ameisenséure in Pentanon-4-al-5-saure zerfallt, 
etwa folgendermaBen: 


CgH,O, + 2H,0 —» HCOOH + HOC—CO—(CH,),—COOH. 
Furfurolcarbonsaure-5 Pentanon-4-al-5-saure 


Weiter besteht unter diesen Bedingungen noch die Méglichkeit 
einer weiteren Hydrolyse der Pentanon-4-al-5-siure unter Abspaltung 
von Ameisen- und Bernsteinaldehydsaure. 

HOC—CO—(C Hy)op—C OOH + HO HCOOH + HOC(CH,),-—COOH., 

Beide Verbindungen wiirden oxydativ Bernsteinsiure geben. 

In der Tat gelang der Nachweis der Bernsteinsdure unter den Oxy- 
dationsprodukten der mit Wasserdampf unter Druck aus Bariumgalak- 


turonat entstandenen Prdparate. 


Kine Lésung von 2100 mg Bariumsalz 3 (34,4°, Ba) in etwa 25 cem 
Wasser wurde mit einer zur Bariumfallung nicht ganz ausreichenden Menge 
(19 cem, 2,01 °,iger) Schwefelsiure versetzt. Das noch bariumhaltige Filtrat 
wurde mit Essigséure und tiberschiissiger K Mn O,-Lésung wihrend 4 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehengelassen, und iiberschiissiges Kaliumperman- 
ganat mit Ameisensdure zerstért. Nach Filtrierung und Entfarbung der 
Lésung mit Norit, wurde sie auf einem siedenden Wasserbad bis auf etwa 
l5ccem eingeengt, mit 30cem 2n Salzsiure angesdiuert und fiinfmal mit 
Ather im Scheidetrichter ausgezogen. Die nach dem Abdestillieren des 
Lésungsmittels und Trocknen iiber Calciumoxyd und konzentrierter 
Schwefelsiure im Vakuumexsikkator erhaltene  kristallisierte Substanz 
wurde wiederum mit Ather aufgenommen und im Vakuum iiber Calcium 
oxyd und konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. Fp. 162°C. Nach 
weiterer Reinigung durch Sublimation: Fp. = 181°C (Bernsteinséure : 
Fp. = 183°C). Das Sublimat wurde mit Ammoniak neutralisiert und 
Bernsteinsiure mikrochemisch mit Bleiacetat nachgewiesen (12). Das 
Bleisalz kristallisierte in klaren, kleinen Rauten. 

Bei einem zweiten Versuch wurden 7,5g Bariumgalakturonat mit 
130 com Wasser und etwa 10g Bariumcarbonat 2 Stunden auf 150 °C 
erhitzt. Das aus dieser Lésung mit Alkohol gefallte Bariumsalz gab gleich- 
falls bei der Oxydation (Ausfiihrung wie auf 8. 254) Bernsteinsaéure (Fp. 

177°C; mit Bleiacetat die Rauten des Bleisuccinats). 


Die Annahme der Bildung des Bariumsalzes der Pentanon-4-al-5- 
siure oder der Bernsteinaldehydsiure beim Erhitzen von Barium- 
galakturonat mit Wasserdampt unter Druck erklart auch die oben 
genannten Eigenschaften der Bariumpraparate der Tabelle III, zuma! 
von diesen beiden Substanzen zwar starke Reduktionswirkung, aber 
keine Furfurolreaktionen zu erwarten sind. 
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Auch der Bariumgehalt dieser Priparate stimmt, insoweit die 
Substanzen bariumgalakturonatfrei (also annahernd fiir Praparat 3 
bzw. ganz fiir Praparat 4) waren, mit der Annahme des Vorliegens 
des Bariumsalzes der Pentanon-4-al-5-siure oder der Bernsteinalde- 
hydsdure in diesen Praiparaten iiberein, und zwar enthalten die Salze 
letzterer Sauren 34,7 baw. 40,5°%, Ba und die Praparate 3 und 4 36.4 
bzw. 40,8°, Ba. 

Nach AbschluB der Untersuchung wurde meine Aufmerksamkeit 
darauf gelenkt, daB in Neubergs Institut Veibel (17) sich zum Nach- 
weis der Pentanon-4-al-5-siure (von Vetbel als Methyl-glyoxalyl-essig- 
siure bezeichnet) des p-Nitrophenylhydrazins bedient hat; indessen 
war bei der kurzen verfiigbaren Zeit eine Anwendung dieser 
Methode nicht mehr méglich. 


C. Nachweis der Ameisensdurebildung beim Erhitzen von Bariumgalakturonat 
mit Wasserdampf unter Druck. 

Wenn unsere Auffassung, daB bei der Erhitzung von Barium- 
galakturonat mit Wasserdampf unter Druck Pentanon-4-al-5-siure 
entsteht, richtig ist, so wird die Bildung dieser Saiure unter Ameisen- 
siureabspaltung erfolgen. Das konnte in folgender Weise wahrgemacht 
werden. 


Eine Lésung von 7.5 g Bariumgalakturonat in 150 cem Wasser wurde 
in Gegenwart von etwa 10g BaCO, (zur Bindung etwa_ entstehender 
Ameisensiure) waéhrend 2 Stunden im Autoklaven auf 150°C erhitzt. 
Nach Entfernung des Bariums durch Filtration und Fallung mit 11 cem 
2n Schwefelsiure wurde das Filtrat destilliert. Das Destillat reagierte 
stark sauer. Nach dem Neutralisieren mit Lauge und Einengen auf dem 
Wasserbad wurde Ameisenséure mikrochemisch mit Ceronitrat nach- 
gewiesen (13). Das Ceroformiat  kristallisierte in Pentagondodekaedern 
und kugelférmigen Aggregaten, die zwischen gekreuzten Nicols ein Polari 
sationskreuz zeigten. 


D. Nachweis der Bildung eines Zwischenproduktes bei der Zersetzung von 
Galakturonsdure mit verdiinnter Schwefelsdure. 

1878 hat bereits T'hierfelder (15) gezeigt, dab auch beim Erhitzen 
von Glucuronsaure mit verdiinnten Sauren eine ahnliche Zersetzung 
eintritt: es entsteht bei der Behandlung mit 3°%,iger HCl eine 
reduzierend wirkende, Atherlésliche, in kristallisiertem Zustande 
(F. 197° C) isolierbare Saure der Zusammenstellung C;H,O,; Newberg (16) 
hat in Erwaigung gezogen, daB es sich bei dieser Saéure um ein 
Hydrofuranderivat handelt. 


Weiter wurde wahrscheinlich gemacht, daB auch bei der Zersetzung 
von Galakturonsaure mit verdiinnter Schwefelsaure dasselbe Zwischen- 
produkt entsteht wie bei der Erhitzung von Bariumgalakturonat mit 
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Wasserdampf unter Druck. Dazu wurde der Nachweis erbracht, dai 
sich auch nach erstgenannter Umsetzung ein Produkt gewinnen laBt, 
das bei der Oxydation Bernsteinsdiure gibt. 

7.5g Bariumgalakturonat wurden mit 150 ccm 20° iger Schwefel- 
sdure in einem Rundkolben unter RiickfluB 2 Stunden zum Sieden erhitzt. 
Nach Entfarbung der Reaktionsfliissigkeit mit Norit und Neutralisation 
mit BaCO, wurde im Vakuum eingeengt. Nach langsamen EinflieBenlassen 
der Lésung in 96° igen Alkohol, Filtrieren des gefallten Bariumsalzes, 
Auswaschen mit Alkohol und Ather, wurde im Vakuum iiber Schwefelsaéure 
getrocknet. Das Bariumsalz enthielt 26,5°,, Ba. 

Zur Oxydation des so gewonnenen Bariumsalzes wurde folgender- 
mafen verfahren: 

1530 mg Bariumsalz wurden mit 40cem = 1,25°,iger Schwefelsaure 
versetzt, filtriert «und wahrend etwa 3 Stunden mit iiberschiissiger K Mn O,- 
Léosung in der Kalte stehengelassen. Der Uberschu®8 des Oxydationsmittels 
wurde durch vorsichtigen Ameisenséurezusatz beseitigt, filtriert und mit 
einer Lésung von 2 g BaCl, in wenig Wasser zur Entfernung freier Schwefel- 
siure versetzt. Die filtrierte Lésung wurde fiinfmal mit Ather ausgezogen, 
und die atherische Lésung nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels im 
Vakuum iiber Schwefelsaiure getrocknet. Der Riickstand wurde noch einmal 
mit Ather ausgezogen. Nach Wiederholung des oben beschriebenen Ver- 
fahrens mit der atherischen Lésung wurden wohl ausgebildete, sublimier- 
bare Kristalle erhalten. Die Kristalle reagierten gegen Lackmus sauer 
und gaben, nach Neutralisation mit Ammoniak, ein kristallisiertes, mit Blei- 
succinat identifizierbares Bleisalz. 


E. Die quantitative Bestimmung der aus Uronsdure abgespaltenen CO,. 

Bei der Einwirkung 12 °,iger Salzsaure auf Uronsaure in der Siede- 
hitze entsteht in den ersten Stunden iiberwiegend CO, entsprechend: 

(,H,,O, > C,H,O, + CO, + 3H,0. 

Die nicht im Sinne obiger Gleichung zersetzte Uronsdure wird 

gleichzeitig folgendermaBen umgesetzt : 

(,H,O, ~ HCOOH + C;H,O, + H,O; 
vielleicht entsteht infolge weitergehender Zerlegung Bernsteinaldehyd- 
siure. In den folgenden Stunden der Siureeinwirkung in der Siedehitze 
wird das Pentanderivat decarboxyliert. 

Unter diesen Umstanden ist bei der quantitativen Bestimmung 
der Kohlensaiure aus Uronsauren die theoretische CO,-Ausbeute kaum 
zu erwarten, und sie wird bekanntlich in Wirklichkeit nicht ganz er- 
reicht (14). 


Ergebnisse des zweiten Teils. 


1. Bei der Behandlung von Bariumgalakturonat mit Wasserdampf 
unter Druck entsteht ein Stoff, der oxydativ Bernsteinséure gibt und 
wahrscheinlich als Pentanon-4-al-5-siure zu betrachten ist. 
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2. Bei der Behandlung von Galakturonsiure mit  siedenden 
Mineralsduren verliuft die Kohlensaurebildung zum Teil unter gleich- 
zeitiger Bildung von Furfurol, zum Teil aber ohne diese und zwar 
wahrscheinlich unter Bildung von Pentanon-4-al-5-siure als Zwischen- 
produkt. 


Herrn Prof. Dr. G. van Jterson Jr. danke ich fiir seine bei der Aus- 
fiihrung vorliegender Arbeit gewahrte Unterstiitzung und Herrn Dr. H. EF. W. 
Lutz fiir seine wertvollen Ratschlage bei der Ubersetzung. 
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Uber einen pflanzlichen Welkstoff. 


Von 
Max Liidtke und Hikmet Achmed. 


(Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Landwirtschaftlichen 
Hochschule Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1952.) 


Eine Reihe von Pilzen, zu denen gewisse Fusarien gehéren, hat die 
Fahigkeit, ihre Wirtspflanze zum Welken und weiterhin zum Absterben 
zu bringen. 

Der Vorgang ist nicht geklirt. Wahrend einige Forscher das Haupt- 
gewicht auf das Verstopfen der GefaéBe durch das Pilzmycel legen! (woher 
der Name Tracheomykosen fiir diese Pflanzenkrankheit riihrt), machen 
andere organische Saéure, Propionaldehyd, Nitrite, Enzyme oder allgemein 
Toxine, die im Verlauf des Pilzwachstums gebildet werden, fiir das Welken 
verantwortlich?. SchlieBlich ist auch die Wasserstoffionenkonzentration 
in urséchlichen Zusammenhang damit gebracht worden®. 

Wir haben die Erscheinung an zwei Pilzen und ibren Wirtspflanzen 
studiert und zwar an Fusarium vasinfectum Atk. Stamm B, der auf 
Baumwolle und Fusarium lycopersici, Sace. Stamm A, der auf Tomate 
vegetiert. 

Die Pilze wurden auf kiinstlichen Nahrbéden gezogen. Nach 
gewisser Zeit verursachen die Kulturfliissigkeiten an den Versuchs- 
pflanzen, die in sie hineingestellt wurden, Welkerscheinungen. Da die 
Lésungen ganz klar filtriert waren, kann ein Verstopfen der Leitungs- 
bahnen als Ursache nicht in Frage kommen. Allenfalls ist das Verengen 
der GefiBe infolge des Mycelwachstums als zusiatzlicher Faktor zu 
werten. 


' BL F. Smith, U.S. Dep. of Agr. Washington, Bull. 17, 1899; H. Klebahn, 
Mykol. Centralbl. 3, 49, 1913. 
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Bact. Ser. 1, 67, 1913; BE. M. Lathrop, Phytopathol. 7, 14, 1917; 7. Fahmy. 
ebenda 13, 543, 1923; R. W. Goss, Nebraska Exper. Stat. Bull. 27, 83, 1924: 
H. R. Rosen, J. Agr. Res. 38, 1143, 1926; R. P. White, ebenda 34, 197, 1927: 
R. van den Veen, Diss. Baarn, 1930; W. F. Bewley, Ann. Appl. Biol. 9, 
116, 1922. 

3 H.C. Young, C. W. Bennett, Michigan Academ. Soc. Annual Report 
22, 205; T. Tochinai, J. of Agr. College Hokkaido Imp. Univ. 14, 171. 
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Die Kulturfhissigkeit, die urspriinglich sauer war, wird allmahlich 
hasisch. Sie enthalt nach bestimmter Zeit organisch gebundenen 
Stickstoff, gibt die Ninhydrinreaktion, aber keine Biuret- und Nessler- 
teaktion; Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silbernitrat- 
losung werden nicht reduziert. Nitrite sind nicht nachweisbar, allenfalls 
kénnen sie in einer Menge vorhanden sein, die nicht mehr schadigend 
auf die Pflanze wirkt. Daher scheiden dieser Stoff, Aldehyde und Sauren 
als ursichliche Faktoren aus. Auch die Basizitat als solehe kann nicht 
das Welken hervorrufen, da neutralisierte Lésungen gleich stark toxisch 
wirken. Enzyme sind natiirlich anwesend, aber ihre Tatigkeit hat nicht 
eigentlich das Welken zur Folge, sondern bereitet aus der Organsubstanz 
des Wirtes Nahrstoffe fiir den Pilz. Scheinbar wird diese Nahrstoff- 
bildung durch voraufgehende Schwachung der Wirtszellen durch das 
Toxin begiinstigt. 

Es muB also ein noch unbekannter Stoff fiir das Welken verant- 
wortlich gemacht werden. Um ihn zu isolieren, wurde die Kulturfliissig- 
keit von Fus. vas. im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
mit Methylalkohol ausgeschiittelt und der methylalkoholische Extrakt 
abermals eingedunstet. Dieser Riickstand zeigt bei gleicher Konzen- 
tration eine héhere Welkkraft als das Ausgangsmaterial. Durch weitere 
Lésungs- und Abscheidungsoperationen wurde die Fahigkeit, Welken 
zu erzeugen, weiterhin so gesteigert, daB eine 0,5°%,ige Lésung Pflanzen 
in kurzer Zeit zum Absterben brachte. Der Grad des Welkens wurde 
mit Hilfe von Methoden bestimmt, die weiter unten beschrieben sind. 

Das Produkt mit héchster Wirksamkeit stellt eine hygroskopische, 
zahfliissige, braune Substanz dar. Obgleich der Welkstoff hierin noch 
nicht rein vorliegt, lassen sich trotzdem auBer den oben bezeichneten 
einige weitere Fragen klaren. Von dem organischen Stickstoff ist ein 
erheblicher Teil primirer Aminostickstoff. Da der Welkeffekt mit 
zunehmendem NH,-Gehalt gréBer wird, diirften diese Gruppen zum 
Molekiil des fraglichen Stoffes gehéren. Von Aminosaduren kénnen sie 
nicht stammen, da Formaldehydtitration und Titration in alkoholischer 
Lésung negative Resultate haben. Wir miissen die Substanz daher 
als ein Amin ansprechen. 

Die wasserige Lésung des Kérpers ruft, ebenso wie die Ausgangs- 
fliissigkeit, auch im neutralisierten Zustand Welken hervor. Der Stoff 
wirkt sowohl auf abgeschnittene als auch auf intakte Pflanzen; er 
vermag durch die Wurzelmembran zu diffundieren, Erhitzen auf 100° C 
inaktiviert ihn nicht. Je nach Konzentration unterdriickt er die Keimung 
oder hemmt das Wachstum. Weder Welken noch Keimungshinderung 
sind fiir eine Pflanzenart spezifisch. In Ubereinstimmung §hiermit 
befinden sich Versuche mit synthetischen Aminen und Aminosauren, 
von denen erstere zum Teil starkes Welken verursachten, letztere 
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dagegen, soweit sie a«-Monoaminosauren sind, wirkungslos bleiben 
Diaminosauren, wie d-Lysin und d-Arginin, zeigen einen gewissen 
Effekt. Ebenso wird die Keimung von synthetischen Aminen im all- 
gemeinen starker beeinfluBt als von Aminosauren. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


1. Kultur des Pilzes. 


Die Anzucht erfolgte in Erlenmeyer-Kolben von 1 Liter Inhalt. Sie 


wurden mit 200cem einer Nahrlésung folgender Zusammensetzung be 
schickt: 10g Kaliumnitrat, 5g primares Kaliumphosphat (KH,PO,). 
2.5 ¢ Magnesiumsulfat, 20 mg Ferrichlorid, 50 g Dextrose in 1000 cem Wasser. 
Nach !/,stiindigem Sterilisieren im Autoklaven bei 110° und Abkiihlen 
wurden die Kolben mit Mycelfléckchen von Reinkulturen der Pilze Fusarium 
vasinfectum Atk. Stamm B und Fusarium lyocpersici Sacc. Stamm A 
beimpft und im Brutschrank bei 28°C aufbewahrt. 


2. Priifungsmethoden. 


Um die Bildung von Welkstoffen qualitativ festzustellen und ver- 
folgen zu kénnen und mdéglicherweise gleichzeitig einen Anhalt in quanti 
tativer Hinsicht zu haben, wurden zwei Testmethoden benutzt. Als erste 
eine Welkmethode, bei der abgeschnittene Pflanzen in die zu_ priifenden 
Lésungen eingestellt wurden. Wir verwandten zu diesem Zwecke Tomaten- 
und Baumwollpflanzen. Wie an anderer Stelle gezeigt werden wird", spielen 
Alter und Ernahrung der Pflanzen in bezug auf Welkerscheinungen eine 
Rolle. Es ist daher notwendig, die Bedingungen der Anzucht der Versuchs 
pflanzen festzulegen. ‘Tomaten- und Baumwollkeimlinge wurden im 
Gewachshaus bei 18 bis 25°C in vorher sterilisiertem Gemisch von Sand 
und Komposterde herangezogen. Zum Zwecke der Priifung wurden die 
7 bis 8 Wochen alten Pflanzen mit Wurzeln aus den Tépfen genommen. 
die Stengel unter Wasser kurz oberhalb der Wurzeln abgeschnitten und in 
die Versuchslésung gestellt. Es ist darauf zu achten, daB Temperatur. 
Helligkeit und Feuchtigkeit bei den vergleichenden Welkversuchen etwa 
dieselben sind und direkte Besonnung vermieden wird. Man notiert die 
Zeit, bei der die ersten sichtbaren Welkeffekte erscheinen; ferner das Aus 
sehen der Pflanze nach 24 oder 48 Stunden. Zum Vergleich dienen Pflanzen 
unter denselben Bedingungen in destilliertem Wasser. 

Das zweite Verfahren wird als Keimungsmethode bezeichnet. Es zeigte 
sich namlich, daB die Keimung von Samenkérnern durch den Welkstoff je 
nach Konzentration gehemmt oder unterdriickt wird. Durch Messung der 
Lange von Koleoptilen und Wurzeln ist eine zahlenmaBige Angabe méglich. 
Auch 1a8t sich der Punkt feststellen, bei dem (bei geniigend hoher Kon- 
zentration des Welkstoffes) die Keimung iiberhaupt ausbleibt. Die Samen- 
kérner (in unserem Falle wurde stets mit Weizenkérnern gleicher Herkunft 
gearbeitet) lagen in Petri-Schalen zwischen zwei Schichten Filtrierpapier. 
die mit der Versuchsfliissigkeit getrinkt waren. Gewdhnlich wurden zwei 
Schalen mit je 15 Samenkérnern beschickt, dazu kamen Vergleichsansatze 
in destilliertem Wasser. Nach bestimmter Zeit (etwa 3 bis 4 Tagen) wurden 


! Siehe H. Achmed, Dissertation Universitat Bonn, 1932/33. 
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die Lange der Wurzeln und Koleoptilen gemessen. Der Durchschnittswert 
aus diesen MaBen wurde notiert, ebenso die Zahl etwa nicht gekeimte: 
Korner. 

Es muB schon hier bemerkt werden, dali die beiden Methoden (Welk- und 
Keimungstest) nicht immer parallellaufende Ergebnisse zeitigen. Zuweilen 
ist das weitgehend der Fall; es kommt aber auch vor, da® die Uberein- 
stimmung nur gering ist. 


3. Optimale Bedingungen der Welkstoffproduktion. 


Khe wir daran gehen konnten, den Welkstoff zu isolieren, muBten die 
Bedingungen festgelegt werden, unter denen er gebildet wird und unte1 
denen er in der Kultur in hoher Konzentration vorliegt. Das wurde durch 
fortgesetzte Priifung der Kulturen mit der Zeit und der Temperatur e1 
reicht. Hierbei ergab sich, daB der Welkstoff mit dem Alter der Kultur 
zunimmt und in 6 bis 7 Wochen so stark angereichert ist, daB eingestellte 
Pflanzen in einigen Stunden zu welken beginnen und allmahlich absterben. 
Als giinstigste Temperatur wurden 24 bis 28° ermittelt. 


4. Anreicherung des Welkstoffes. 


700 ccm klares Filtrat von 6 Wochen alten, bei 24° gezogenen Kulturen, 
wurden beispielsweise im Vakuum (22 mm, 35 bis 40° Badtemperatur) bis 
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand A 1 war gelb und das Destillat 1 
war eine farblose Fliissigkeit. Von diesen beiden Fraktionen ruft das 
Destillat B tiberhaupt kein Welken hervor; es war schwach sauer. Eine 
Probe des Riickstandes A 1, in Wasser aufgelést, reagierte basisch und 
brachte die Pflanzen auberordentlich schnell zum Welken. Er wurde 
deshalb weiter zerlegt. 

Wie Vorversuche zeigten, lésen Petrolather, Essigsiéiureithylester, 
Ather, Aceton und Athylalkohol nur sehr geringe Mengen aus dem Riick 
stand Al heraus. Dagegen nahm Methylalkohol den gesuchten Stoft 
leicht auf. Wir iibergossen deshalb den gesamten Riickstand mit reinem 
Methylalkohol, lieBen mehrere Stunden unter haiufigem Umschiitteln stehen. 
dekantierten den Alkohol und fiigten neuen Methylalkohol zu. Im ganzen 
wurden viermal 100 ccm Methanol zur Extraktion gebraucht. Die ersten 
Ausziige waren kraftig gelb, der letzte zeigte kaum noch Farbung. Die 
methylalkoholischen Ausziige wurden zusammen auf dem Wasserbad 
bei 50° abgedunstet. Hierbei setzte sich ein Teil des Riickstandes als 
kristalline, gelbliche Masse an den Wanden der Schale ab (C 1), wahrend 
der Rest als dunkelgelber Sirup auf dem Boden zuriickblieb (C 2). Beide 
reagierten basisch und waren hygroskopisch. Die Verbrennung auf dem 
Platinblech ergab, daB C 1 hauptsachlich anorganischer Natur war, wahrend 
( 2 nur eine geringe Menge Asche hinterlieB. 

Mit diesen beiden Fraktionen C 1 und C 2, sowie mit dem nach Aus 
ziehen mit Methylalkohol verbliebenen Riickstand A 2, wurden erneut 
Welkversuche angestellt. Das Ergebnis zeigt Tabelle 1. 


Aus ihr ist zu entnehmen, daB der mit Methylalkohcl ausgezogene Riick- 
stand A2 kaum noch toxische Eigenschaften hat. Fraktion C1, die zu 
einem guten Teil aus den anorganischen Salzen des Riickstandes A 2 be 
stehen diirfte, weist bereits beachtliche Toxicitaét auf, wahrend die Frak- 
tion C 2 entsprechend ihrem niedrigen Salzgehalt sehr stark toxisch ist. 
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Tabelle J. 


Welkversuche mit einigen Fraktionen der Kulturfliissigkeit von Fusariun 
vasinfectum. Atk. 





0,59 9 ige Beginn des 
Lisung der | Welkens nach Aussehen der Pflanzen nach 48 Stunden (Tomate) 
Fraktion | Stunden 
A2 Pflanzen nur ganz wenig schlaff 
Pflanzen vollkommen welk, zusammengefallen, Blatt- 
CI 8—10 rinder eingerollt 
Pflanzen vollig zusammengefallen, Stengel stark he- 
C2 3—4 '  schadigt, Blattrander trocken 


Die Versuche lehren, daB es mit Hilfe von Methylalkohol méglich ist, 


den gesamten Welkstoff aus dem Riickstand auszuziehen und durch Alb 


dampfen des Alkohols anzureichern. Auf diese Weise isolierten wir gréBere 


Mengen des Welkstoffes, die zu den folgenden chemischen und physiologi- 
schen Versuchen verwendet wurden. 


+. Chemische Untersuchungen des Welkstoffes. 


Mit den unter 4. genannten Fraktionen wurden zunachst einige 
Reaktionen qualitativer Art ausgefiihrt. Die am starksten toxisch wirkende 
Fraktion (2 zeigte im Reagensglas iiber freier Flamme erhitzt, keine 
Fliichtigkeit. Die Substanz zersetzte sich und entwickelte dabei Diamprfe. 
die Lackmus blauten. Die Biuretreaktion fiel negativ aus, dagegen wat 
die Ninhydrinreaktion auf NH,-Gruppen stark positiv. 

Die Menge des Aminostickstoffs, nach van Slyke bestimmt, betrug 
0,94°,, NH,-Stickstoff auf Gesamtsubstanz bezogen. Der Gesamtstickstoft 
(nach Kjeldahl bestimmt) betrug fiir Fraktion A 2 0,47°, und fiir Frak 
tion (2 4,95°,. Unter Bezugnahme auf Tabelle I geht hieraus hervor. 
daB der Substanz mit héherem Stickstoffgehalt die starkere Welkkraft 


entspricht. 
In dem Riickstand A 2, der ersch6pfend mit Methylalkohol ausgezogen 
worden war, konnte Nitratstickstoff nachgewiesen werden. Da _ dies« 


Fraktion keine toxischen Eigenschaften zeigt, so fallt dieser aus. Auch 
Praparat C 2 enthalt noch hiervon. Das zeigte sich, als es erneut in méglichst 
wenig Methylalkohol (reinst) gebracht wurde. Es ging beim Verreiben mit 
einem Pistill alsbald zum gr6Bten Teil mit gelber Farbe in Lésung. 
wahrend ein farbloser Anteil zuriickblieb. Er wurde auf einem Glas- 
filter abgesaugt und als D. bezeichnet, wihrend das Filtrat die Bezeich 
nung (3 erhielt. Letzteres wurde auf dem Wasserbad bei geringe1 
Temperatur zur Trockne gebracht. Beide Fraktionen wurden im Exsikkator 
iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum bei 20° getrocknet. 

Wahrend nun Fraktion C 3 durch diese erneute Reinigungsoperation 
eine starke Zunahme ihrer toxischen Wirkung erfahren hatte, war Fraktion D 
nur von schwacher Welkkraft. In Tabelle II sind verschiedene Fraktione: 
neben Kulturfliissigkeit und Wasser aufgefiihrt und in ihrer Wirksamkeit 
auf Tomatenpflanzen verglichen. Aus dieser Zusammenstellung geht 
hervor, daB der wirksame Stoff in Fraktion C 3 zu suchen ist. Fraktion D 
enthalt offenbar noch Reste hiervon und ist dementsprechend schwach 
toxisch, Fraktion A 2 fallt praktisch aus. Die Kulturfliissigkeit selbst 
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Tabelle 11. 


Welkerscheinungen an Tomatenpflanzen durch verschiedene Fraktionen 
der Kulturfliissigkeit von Fusarium vasinfectum. Atk. 





Fraktion 


A 2, 0,5°,, ige 
Losung 
C8, 0,5°% ige 
Lésung 
D, 0,5% ige 
Lésung 
Filtrat 
der Kultur- 
fliissigkeit 


Dest. Wasser 


bleibt in ihrer Wirkung gegeniiber C 3 weit zuriick. 


den Welkstoff 
Die chemische Analyse zeigt. daB mit der Wirksamkeit auch die Zu 


nahme an Stickstoff gestiegen ist. 


getrocknet, 


0,750 mg 


Beginn des 


Welkens nach Aussehen der Pflanzen nach 48 Stunden 


Stunden 
Kine Pflanze sehr schwach welk, die iibrigen 
norma! 
1—3 Pflanzen vollkommen welk, Stengel stark be- 
schadigt, Blatter vertrocknet 
9—12 Pflanzen welk, Stengel schwach schlaff 
5—6 Altere Blatter und Rander der Spitzenblatter 


vertrocknet, Stengel beschadigt 
Normal 


Es ist also gelungen, 
weiter anzureichern. 


5,460 mg bei 100° Hochvakuum P,O, 


Gewichtsverlust; 4,710 mg geben 5.750mg COy,, 


1,760 mg H,O, 0,810 mg Riickstand; 3,105 mg bei 100° im Hochvakuum 
P,O; getrocknet, 0,399 mg Gewichtsverlust; 2,706 mg geben 0,140 cem N, 


23°, 767 mm. 


Daraus errechnet sich 40,21°, C, 505°, H, 7,01°, N 


und 17,20°, Asche. 

Wenn, wie wir vermuteten, die Aminogruppe eine Komponente des 
Welkstoffes ist, so muBte in Fraktion C3 der NH,-Wert gegeniiber dem 
anderer Fraktionen zugenommen haben. Das ist auch der Fall. wie Ta 


belle III zeigt 


Tabelle 111. 


Gesamt- und Aminostickstoffwerte verschiedener Welkstoffpraparate. 





Fraktion 


Die Tabelle 


Gesamter NH,-N reduziert NH,-N reduziert 


Stickstoff in ° 9 auf Substanz in %» auf gesamten 
in °/9 berechnet Stickstoff bezogen 
0,47 0,027 5,74 

| 0,10 0,01 7,98 
6,84 0,21 3,07 
4,95 0,94 19,01 
7,01 2,00 28,50 


Ill zeigt deutlich, daB mit zunehmender Wirksamkeit 


der Praparate (Tabelle I und II) eine Erhéhung des primaren Aminostick 


stoffs parallel geht. 


Wir haben, wenigstens in unserem Falle, in den NH,- 


Werten ein weiteres Mittel in der Hand, um die Substanz auf ihre Welk- 
kraft zu priifen. Dieser chemische Test ist, wie die dritte Spalte in Tabelle ITI 
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zeigt, sogar scharfer als der Welkversuch. Natiirlich wird er allgemein 
erst dann in Anwendung gebracht werden kénnen, wenn wie in vor- 
liegendem Falle eine Parallelitat zwischen Welken und Aminostickstoff 
festgestellt ist. 

Aus dieser Parallelitaét glauben wir auf eine Zugehérigkeit des Amino- 
stickstoffs zum Molekiil des Welkstoffes und nicht zu einer Begleitsubstanz 
schlieBen zu diirfen. Offenbleiben mu8 noch, ob es sich um ein oder mehrere 
chemische Individuen mit gleicher oder ahnlicher Wirkung auf die Pflanze 
handelt. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, dab basische Aminoséuren in 
unserem Praparat anwesend sind, wurden 0,5 g Substanz C3 in Wasser 
gelést und nach Sérensen! in Formol titriert. Es wurden 0,39 cem n/10 
Natronlauge verbraucht. Legt man der Substanz beispielsweise das Molekiil- 
gewicht des Lysins (146) zugrunde, so wiirde sich eine Aminoséuremenge 
von 5,7 mg in 509 mg Substanz errechnen. Das ist praktisch ein negativer 
Ausfall der Priifung auf Aminoséure. Aber auch dieser geringe Wert wird 
wahrscheinlich noch zu hoch sein. Da die Lésung gelb gefairbt und 
der Umschlag wenig scharf ist, titrierten wir bis zu deutlich sichtbarer 
Farbanderung, wobei offenbar zuviel Natronlauge verbraucht wurde. Das 
Resultat war das gleiche, als wir nach der Methode von Willstdtter und 
Waldschmidt-Leitz® vorgingen. Da die Substanz in Athylalkohol schwer 
léslich ist, verwendeten wir Methylalkohol, in dem sie sich leicht lést. Als 
Indikator diente Thymolphthalein. Der Verbrauch an n/10 Natronlauge 
betrug 0,37 cem. Auch hier wurde auf deutlich sichtbaren Umschlag titriert. 


Die Versuche zeigen, daB Mono- und Diaminoséuren in der Lésung 
praktisch nicht vorhanden waren. Damit sprechen alle bisherigen Versuche 
fiir ein Amin als Erzeuger des Welkeffektes. (Siehe auch die Versuche mit 
synthetischen Aminen und Aminoséuren unter 7.) 


6. Versuche an Pflanzen. 


a) Schon oben ist gelegentlich eines Versuchs darauf hingewiesen 
worden, daB8 die primaére Aminogruppe als solche nicht fiir das Welken 
verantwortlich ist. Folgende Versuche bringen eine weitere Bestatigung 
dieser, Ansicht. Eine 0,5°%ige Lésung der Fraktion C 3, in der also der 
Welkstoff in der bisher reinsten Form vorliegt, mit einer Wasserstoffionen- 
konzentration von px = 7,94 (elektrometrisch mit der Chinhydronelektrode 
gemessen), wurde mit schwacher Essigsaéure neutralisiert, so daB eine Wasser- 
stoffionenkonzentration von etwa 6,5 entstand. Sowohl in die Ursprungs- 
lésung als in die neutralisierte Lésung wurden bei gleichen Bedingungen 
Pflanzen eingestellt, ebenso in destilliertes Wasser. 

Die in den Lésungen des Welkstoffes befindlichen Pflanzen welkten 
zu gleicher Zeit und zeigten dieselben Schaédigungen, wahrend die Pflanzen 
in destilliertem Wasser frisch blieben. Daraus ist ersichtlich, daB die 
Toxicitat wenigstens innerhalb dieser Grenzen unabhangig von der Alkalitat 
ist, und daB den Aminogruppen keine spezifische Fahigkeit, Pflanzen zum 
Welken zu bringen, zukommt. 


1 S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
2 R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 


2988, 1921. 
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b) Wenn die Menge des Aminostickstoffs (unter genannten Bedingungen) 
ein MaBstab fiir die Menge Welkstoff ist, so miissen Lésungen gleichen 
NH,-Gehaltes der verschiedenen Fraktionen gleiche Wirkungen zeigen. 
Zur Untersuchung gelangten die Substanzen A 2, C, D und C 3. Wir stellten 
von der letzteren eine 0,5°,ige Lésung her und von den iibrigen Stoffen 
Lésungen solcher Substanzkonzentration, da ihr NH,-Gehalt jeweils 
dem der Fraktion C 3 entsprach. Hierbei muBten wir zum Teil sehr groBe 
Substanzmengen zur Lésung bringen. Es zeigte sich bei einigen Versuchs- 
pflanzen in den Lésungen von A 2, C und D denn auch bald eine osmotische 
Nebenwirkung, wodurch diese zum Teil noch schneller welkten als die 
Pflanzen in der Lésung von C 3. Um diese Wirkung auszuschlieBen, wurde 
in einem weiteren Versuch die N H,-Konzentration nicht auf die Fraktion € 3, 
sondern auf D basiert. Wir stellten eine 0,5°,ige Lésung von D her und von 
den tibrigen Substanzen Lésungen, in denen die NH,-Konzentration dieser 
Lésung gleich war. Als nunmehr Pflanzen unter gleichen Bedingungen 
eingestellt wurden, zeigte sich bei allen ein gleiches Verhalten. Auch diese 
Versuche fiihren dahin, der Substanz, welche die Aminogruppe tragt, die 
Welkkraft zuzusprechen. 

c) Der Welkstoff wirkt nicht nur auf abgeschnittene Pflanzen, auch 
intakte Tomatenpflanzen lassen sich, in die Lésung eingestellt, zum Welken 
bringen. Die Erscheinungen, die dabei auftraten, waren die gleichen wie 
bei den friiheren Versuchen. Der Stoff kann also, was wichtig fiir die Uber- 
tragung im Boden ist, durch die Wurzelmembran diffundieren. 

d) Der Welkstoff ist thermostabil, denn eine 0,5°,ige Lésung 1 Minute 
oder 20 Minuten in ein siedendes Wasserbad gebracht, zeigte die gleiche 
Wirkung wie die Ausgangslésung. 

e) Er ist nicht fiir eine Pflanze spezifisch. Klee, Erbse, Chrysanthemum, 
Tomate, Baumwolle, Bohne und Weizen lieBen sich gleichermaBen zum 
Welken bringen. Am schnellsten machte sich seine Wirkung bei Klee 
bemerkbar. Die iibrigen Pflanzen folgten in der angegebenen Reihenfolge 
in kurzen Zwischenriumen. 

f) Der Welkstoff unterdriickt oder hemmt je nach Konzentration die 
Keimung von Samen. Je 40 Samenkérner von Baumwolle, Erbse und 
Weizen wurden zwischen FlieBpapier, das mit 0,5° iger Lésung von C 3 
getrinkt war, ausgelegt (Methodik vorstehend). Nach 4 Tagen war nur 
ein Weizenkorn eben angekeimt, wahrend der gleiche Versuch in destiliiertem 
Wasser natiirlich zur Keimung aller Samen gefiihrt hatte. Eine neutralisierte 
und eine aufgekochte Lésung hatten die gleiche Wirkung. Wurden die nicht 
gekeimten Samen nach 4 Tagen in Petri-Schalen tiberfiihrt, deren FlieB- 
papier mit Wasser getrankt war, so begannen sie zu keimen, blieben aber 
hinter reinen Wasserkulturen zundichst etwas zuriick. Die Samen waren 
also durch den Stoff nicht abgetétet worden. 


7. Versuche mit synthetischen Aminen und Aminosiiuren, 


Um fiir die bisherigen Ergebnisse eine weitere Stiitze zu haben, wurden 
synthetische Amine und Aminoséuren in ihrer Wirkung auf die erwachsene 
Pflanze und auf Samenkorner gepriift. Die Ergebnisse sind in den Tabellen LV 
und V zusammengestellt. Samtlichen Monoaminosauren fehlt die Fahigkeit, 
die Versuchspflanzen zum Welken zu bringen. d-Arginin erzeugt geringen 
Welkeffekt. Die Diaminosaéure d-Lysin dagegen verursacht (als Dichlor- 
hydrat) ebenso, wie alle Amine, Welken. Dies aéuBert sich bei den einzelnen 


18* 
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Aminen etwas verschieden, indem bald mehr der Stengel, bald mehr dic 


Blatter betroffen werden. 

Was die Keimung anbelangt, so sind die Differenzierungen starke1 
ausgeprigt. Zu den Stoffen, die keinen EinfluB auf die Keimung ausiiben 
(in einer Konzentration von 0,5°,) gehéren Glykokoll, Leucin, Tyrosin. 
Tyramin, Triithylamin. Eine geringe Hemmung verursachten Putrescin 
dihydrochlorid und Asparagin. Starkere Hemmung lésen  |-Histidin 
monochlorhydrat und Kreatin aus. Starke Hemmung beobachtet man bei 
d-Argininnitrat, d-Arginin, d-Lysindihydrochlorid, Diaithylamin und 
Colamin. V6llige Unterdriickung der Keimung erfolgt bei Allylamin. Auch 
hier erweisen sich Stoffe mit priméren Aminogruppen in bestimmte: 
Stellung als schidigend; eine scharfe Abgrenzung und Zuriickfiihrung aut 


Welkversuche 


mut 


Tabelle IV, 


konstitutionelle EKigenschaften laBt sich jedoch noch nicht machen. 


verschiedenen Aminen und Aminosduren (Tomaten). 





Substanz 
0,5° ,ige Lisung 


Kreatin 


Putrescin- 
dihydrochlorid 


Tyramin 
Colamin 


Allylamin 


Triaethylamin 
Diaethylamin 


d-Lysin- 
dichlorhydrat 
d-Arginin 
d-Arginin-nitrat 
1-Histidin-mono- 
chlorhydrat 


Leucin 
Glycocoll 
Asparagin 
Tyrosin 
Tyrosin in wenig 
N Hg gelést 


Dest. Wasser 








Aussehen der Pflanzen 
nach 24 Stunden 


Blatter vollkommen welk 


Blatter vollkommen welk 


Pflanze auberlich normal, Ge- 
faBbiindel schwarz verfarbt 


| Blatter stark welk, Stengel 


nicht beschadigt 


Stengel beschadigt, Blatter 
normal 


Blatter frisch, Stengel be- 
schadigt 
Blatter frisch, Stengel be- 
schadigt 


Blatter schlaff, Stengel stark 
beschadigt und ausgeblichen 


Pflanzen normal 
” 


a 


” 


- os 


| Stengel beschadigt 


Pflanzen normal 


Aussehen der Pflanzen 
nach 48 Stunden 


Blatter welk, Rander trocken, 
Stengel nicht beschadigt 
Blatter vertrocknet, spride 
Stengel nicht beschidigt 
Blatter schwarzfieckig, nekro 
tisch, Pflanzen turgescent 


Blatter vertrocknet,  spréde. 
Pflanzen zusammengefallen 


Stengel eingeknickt und ein- 
geschrumpft, Blatter noch 
voll turgescent 


Stengel zusammengefallen, 
Blatter schlaff 


Stengel zusammengefallen, 
Blatter schlaff 


Blatter vollkommen welk, 
Stengel eingeschrumpft 


Pflanzen schlaff 
- normal 


” “ 
” - 


” ” 


Stengel bis auf  geringen 
Durchmesser eingetrocknet 


Pflanzen normal 
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Tabelle V. 


Keimung von Sommerweizen in Lésungen verschiedener Armine und Amino 
sauren. 





Zahl der Durch- Dureh- 
cee gekeimten schnittliche | schnittliche 
? By rag 5 Samen nach L&nge der Linge der Bemerkungen 
V,oN0 ge L0sung 4 Tagen Keimwurzel  Koleoptyle 
(40 Korner) em em 
Kreatin 40 0,3 1,23 Hemmung von Wurzelbil- 
dung und Wachstum 
Putresvin- 40 4,0 3,5 Unterschied gegeniiber de- 
dihydrochlorid stilliert. Wasser schwach 
Tyramin 40 ' 4,0 3,5 keine Hemmung des Wachs- 
tums 
Colamin 23 0.4 starke Hemmung 
Allylamin vollige Unterdriickung 
Triaethylamin 40 4.2 3,5 keine Hemmung 
Diaethylamin 11 0,3 starke Hemmung 
d-Lysin dichlor- 29 0,5 0,8 m 
hydrat 
d-Arginin 35 — 0,7 Hemmung 
d-Arginin-nitrat 38 0,2 0,8 - 
|-Histidin-mono- 40 0,3 1,2 
chlorhydrat 
Leucin 40 4,0 3,5 keine Hemmung 
Glycocoll 40 2.8 3,0 » 
\sparagin 4() 0,7 1,0 schwache Hemmung 
Tyrosin 39 3,8 3,0 keine Hemmung 
Dest. Wasser 40 6,5 3.0 


S. SchluBbemerkungen. 


In vorstehender Untersuchung muB8ten ein oder einige Stoffe, 
die sich chemisch als Amine charakterisieren lieBen, als Erzeuger des 
parasitaren Welkens angesprochen werden. Es entsteht die Frage, 
ob das Welken iiberhaupt, also auch das ,,physiologische’* Welken mit 
Welkstoffen in Zusammenhang zu bringen ist und die Erscheinung von 
einem Gesichtspunkt aus betrachtet werden darf. In solchem Falle 
miissen analoge Stoffe vom Organismus selbst gebildet und wieder 
beseitigt werden kénnen. Von Klein und Steiner wird angegeben!, 
daB sich beim Welken von Blattern und Bliiten eine erhéhte Exhalation 


' G. Klein, M. Steiner, Jahrb. f. wiss. Bot. 68, 615, 1928. 
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von Ammoniak und fliichtigen Aminen bemerkbar mache. Es mu 
spateren eingehenden Versuchen vorbehalten bleiben, festzustellen, 
ob hier eine gleiche Erklarung méglich ist wie im Falle des parasitiren 
Welkens, die Aminbildung also Ursache des Welkens ist und nicht Folge. 
Ebenso bemerkenswert ist die Unterdriickung der Keimung und die 
Hemmung des Wachstums. Da der Welkstoff auch im Boden wirksam 
ist, so mag ein Hinweis auf gewisse Bodenschiaden, die vielleicht zum 
Teil unter den Begriff der Bodenmiidigkeit fallen und bisher nicht ge- 
nigend erklirt werden konnten, gestattet sein!. 


1 Kin weiterer Beitrag zur Physiologie dieser Pilze sowie von Ophiobolus 
graminis Sacc. und Didymella lycopersici Kleb. wird in den Ber. d. Deutsch. 
bot. Ges. von E. Schaffnit u. M. Liidtke erscheinen. 
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Weitere Beitrige zur Chemie der Leberverfettung. 


Von 


A. Loewy (Davos) und G. Cronheim (Berlin). 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsphysiologie 
und Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 18. November 1932.) 


In aus dem Davoser Forschungsinstitut stammenden Unter- 
suchungen an Meerschweinchen, Kaninchen, Ratten und Katzen hatte 
sich ergeben, daB die durch Luftverdiinnung, Uberwarmung oder Chloro- 
form bzw. Oleum phosphoratum hervorgerufenen Leberveranderungen 
sich chemisch verschieden darstellten. In allen Fallen kam es zu Leber- 
verfettungen, die jedoch unter Luftverdiinnung und Phosphorvergiftung 
mit einer Steigerung des atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor 
verbunden waren, was nach Chloroformvergiftung und Cberwirmung 
nicht der Fall war. Zugleich zeigte der Atherextrakt bei den Meer- 
schweinchen nach Chloroform- und Phosphorvergiftung sowie bei 
Uberwarmung einen viel geringeren Phosphorgehalt als in der Norm, 
wahrend die Differenz nach Luftverdiinnung weit geringer war. Eine 
Erklirung der Unterschiede wird in der vorliegenden Arbeit gegeben 
werden. Um diese Verhiltnisse weiter aufzukliren, haben wir Versuche 
an Hungermeerschweinchen unternommen, und zwar haben wir den 
EinfluB des Hungerns allein und in Verbindung mit Luftverdiinnung 
verfolgt. Ferner haben wir noch weitere Untersuchungen an luft- 
verdiinnten und phosphorvergifteten Kaninchen, an Hiihnern mit 
und ohne Luftverdiinnung, sowie an Gansen und Kalbern gemacht. 
Im folgenden wollen wir iiber die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
fiir jede Tierart getrennt berichten. 


A. Meerschweinchen. 


Die zur Untersuchung gelangenden Meersehweinchen wurden 6 bzw. 
7 Tage ohne Futter gelassen. Ein Tei! der Tiere wurde 4 Tage nach Beginn 
des Hungerns fiir 2'/, bzw. 3'/, Tage unter einen Luftdruck von etwa 
minus 300mm Hg rund 330mm Hg abs. gesetzt. Zwei Tiere, Nr. 8 
und 11 der Tabelle Il], wurden durch Halsschnitt entblutet, wahrend 
die Tiere Nr. 9 und 10 gestorben sind. Die Lebern wurden in der iiblichen 
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Weise auf Phosphor untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle Ill am 
Ende dieses Abschnittes zusammengestellt. Der Ubersicht halber sind 
Mittelwerte fiir normale und luftverdiinnte Meerschweinchen aus der Arbeit 
von Loewy und Leibowitz (1) und fiir die iiberwarmten und mit Chloro- 
form oder Phosphor vergifteten Tiere aus der Arbeit von Gubser (2) 
danebengestellt. 

a) An den Tiergewichten ist auffallend, dal die luftverdiinnten Hunger 
tiere, wie auch schon Laubender (3) gefunden hatte, nicht so stark ab- 
genommen haben (28 und 21,4°,), wie die unter hiesigem Normaldruck 
gehaltenen (31,6 und 34°,, Gewichtsabnahme). Dies ist um so mehr hervor 
zuheben, als erfahrungsgemaéB die Tiere unter Luftverdiinnung an sich 
schon abnehmen. Andererseits ist aus den Untersuchungen von Loewy 
und Cronheim (4) u.a. bekannt, da®B die Kérpertemperatur der Meer- 
schweinchen unter Luftverdiinnung auf 35 bis 36°C und tiefer (in ano 
gemessen) sinkt, waihrend sie normalerweise 38 bis 39°C betragt. Diese 
Stérung des Warmehaushaites. die nicht durch auBere Umstinde ver- 
ursacht ist, geht, wie Lintzel (5) zeigte, mit einer Verminderung des Gesamt- 
stoffwechsels einher, so da®B sich daraus erklaren wiirde, daB die Gewichts- 
abnahme der Hungertiere unter Luftverdiinnung geringer ist. Es ist aber 
auch méglich, daB die luftverdiinnten Hungertiere mehr Wasser getrunken 
haben als die anderen. Wir glauben dies um so mehr, als ein Tier wahrend 
der Verdiinnung an einem Tage sogar 30 g zugenommen hat. In dem Wasser- 
gehalt der Leber macht sich allerdings ein Unterschied zwischen nicht in 
Luftverdiinnung gewesenen und luftverdiinnten Hungertieren nicht be- 
merkbar. Der Wassergehalt ist in allen Fallen, wie das auch friiher schon 
gefunden wurde, gréBer als bei Normaltieren. 


b) Der Anteil der Leber am Tiergewicht (Endgewicht) ist bei allen 
Hungertieren kleiner als in der Norm. Er betragt fiir die Trockenleber 
im Mittel 1,07°,, gegeniiber einem Normalmittelwert von 1,55°. Die 
Gewichtsabnahme der Leber iiber die des Kérpergewichts hinaus, auf die 
wir spaéter noch einmal zuriickkommen werden, machte also bei allen 
unseren Hungertieren etwa 31°, aus, wobei es keinen Unterschied machte, 
ob die Tiere in Luftverdiinnung waren oder nicht. Dies ist zum gréBten 
Teil daraus erklarlich, daB infolge des Hungerns die Leber kein Glykogen 
mehr enthalt. Dazu sei noch bemerkt, daB in den friiheren Untersuchungen 
an nicht hungernden Tieren bei Luftverdiinnung eine geringere Gewichts- 
abnahme der Leber festzustellen war, die sich in der GréBe von etwa 12°, 
hewegte. 

c) Die Menge des Atherextraktes, bezogen auf die Lebertrockensubstanz. 
hat sich bei den Hungertieren, sei es mit, sei es ohne Luftverdiinnung, 
gegeniiber der Norm nicht geaindert, im Gegensatz zu den nicht hungernden, 
luftverdiinnten Tieren, bei denen eine zum Teil recht erhebliche Zunahme 
zu verzeichnen war. Auch makroskopisch hatten die Lebern der Hunger- 
tiere keinerlei Verainderungen gezeigt. Das zeigt, da’ zum mindesten die 
Hauptmenge des Fettes, das man gewohnlich bei Luftverdiinnung in der 
Leber findet, entsprechend der als allgemeingiiltig bei allen Arten von 
Verfettung angenommenen Anschauung, nicht dort gebildet wird, sondern 
von anderen Kérperstellen dorthin wandert. Dies erkennt man auch bei 
der Sektion luftverdiinnter Tiere, wo man das Depotfett immer vermindert. 
teilweise iiberhaupt nicht mehr findet. Bei den Hungertieren, wo die Fett- 
depots schon vorher verbraucht waren, war eine derartige Eimwanderung 
nicht mehr méglich, so daB es auch bei Luftverdiinnung zu keiner typischen 





Le 
dis 


be 
ha 
Zu 
po 


gel 
Ph 
1,4 
bis 
se] 
be 
Cre. 
(vj 
vel 
ke’ 
du 
ob 
in 


At. 


de 
des 
Ta 
de! 
be: 


ein 
gel 


we 
lés 
ent 


un 
ma 
Er 

nis 
zul 
seh 
vol 
57 

det 
rul 
gev 
det 
ace 


Fre 


inf 








no 


Se 


it- 
PS - 
er 
en 
nd 


in 
yer 
on 


en 
er 
ie 
lie 
er 
pn 
en 


pn 


“nh 





Chemie der Lebervertettung. 26Y 


Leberverfettung mehr kommen konnte. (Vgl. dazu auch die Angaben tibe: 
die Wirkung der Phosphorvergiftung bei Hungertieren, siehe S. 274.) 

Diese relative Gleichheit in der Menge der atherléslichen Bestandteile 
besagt aber, daB der Atherextrakt zum mindesten ebenso stark abgenommen 
hat, wie die Gesamtleber. Wir glauben allerdings Grund zu der Annahme 
zu haben, daB auch noch eine Verschiebung innerhalb der einzelnen Kom 
ponenten des Atherextraktes selbst stattgefunden hat. 

d) Es lassen sich naémlich auch sehr wichtige Anderungen in Phosphor 
gehalt und -verteilung nachweisen. Bei den Hungertieren ist namlich der 
Phosphorgehalt des Extraktes stark erhéht, und zwar betragt er 1,76 und 
141°, ohne, und 1,73 und 1,75°, mit Luftverdiinnung, gegeniiber 0,63 
bis 0,55°, bei nicht hungernden normalen oder luftverdiinnten Meer 
schweinchen. Das sind Phosphormengen, die fast dreimal so hoch sind wie 
bei Normalbedingungen. Gesteigert ist der Phosphorgehalt auch in det 
Gesamtleber, wie auch in dem nach der Extraktion verbleibenden Riickstand 
(vgl. Tabelle III, Reihe 12 bis 13, Spalte 1 bis 4). Bei unseren Hungertieren 
vermochte die Luftverdiinnung, die auf die Menge des Atherextraktes selbst 
keinen EinfluB hatte, den Phosphorgehalt der Gesamtleber noch iiber das 
durch Hungern allein erreichte Ma®8 zu steigern. Es hat den Anschein, als 
ob diese zusaétzliche Vermehrung des Phosphors bei Luftverdiinnung nut 
in der atherléslichen Fraktion vor sich geht, da der Phosphorgehalt des 
Atherriickstandes sich nicht andert. 

Deutlicher wird die kumulierende Wirkung der Luftverdiinnung bei 
den Hungertieren gegeniiber dem Hungern allein, wenn man den Ante! 
des datherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor berechnet (Reihe 15 det 
Tabelle I11). Man findet dann im Mittel bei den Normaltieren 5,3°,. bei 
den Hungertieren 9,0°,, bei den luftverdiinnten Hungertieren 11,6°,, und 
bei den sonstigen luftverdiinnten Tieren 17,4°,. 


Es soll nun versucht werden, auf Grund der neu gewonnenen Tatsachen 
eine Erklarung der bei der Verfettung der Meerschweinchenleber im all 
gemeinen ablaufenden Vorgénge zu geben. 

1. zundichst bei Luftverdiinnung. VerhaltnismaBig am durchsichtigsten, 
weil am meisten dariiber bekannt, sind die Verinderungen, die die dther- 
lésliche Fraktion und ihr Phosphorgehalt, der durch die Menge der darin 
enthaltenen Lipoide bedingt ist, bei nicht hungernden Tieren erleiden. 

Aus den Untersuchungen von Monasterio (6), ,,\Uber die Natur des 
unter Luftverdiinnung sich bildenden Leber- und Subcutanfettes“, weil 
man verschiedene, fiir die vorliegende Betrachtung wichtige Einzelheiten. 
Er fand, daB in dem Leberfett luftverdiinnter Meerschweinchen die aceto- 
nische Fraktion, das ist in erster Linie Neutralfett und Cholesterin, stark 
zunimmt, nicht nur im Verhaltnis zum Lebergewicht, sondern auch, was 
sehr wichtig ist, in ihrem Anteil am Gesamtextrakt, das ist die Summe 
von Aceton-, Ather- und Alkoholextrakt. wo sie von etwa 25°, auf rund 
57°, ansteigt. Entsprechend nimmt dann der Anteil der atherischen und 
der alkoholischen Fraktion, die beide in erster Linie Lipoide enthalten, von 
rund je 37°, auf rund 23 bzw. 20°, ab. Dabei bleibt ihr Anteil am Gesamt - 
gewicht der Leber ziemlich unveraindert. Unverandert bleibt bei ihnen auch 
der Phosphor- und Stickstoffgehalt, wiahrend der Phosphorgehalt dei 
acetonischen Fraktion von 2,53 auf 2,06°,, sinkt. 

Die Abnahme des prozentualen Phosphorgehaltes ist aber in letztere1 
Fraktion bedeutend geringer als die Zunahme, die diese Fraktion als ganze 
infolge der Luftverdiinnung erfahrt. Es kommt daher bei den luftverdiinnten 
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Tieren trotz der Abnahme der eigentlichen Phosphatidfraktionen am 


Gesamtextrakt (Ather- und Alkoholfraktion) im ganzen doch zu einer gel 
Zunahme des extrahierbaren Phosphors. Um dies zu verdeutlichen, sind ein 
in Tabelle I die verschiedenen Phosphorgehalte nach den Angaben von Be 
Monasterio als Mittelwerte zusammengestellt. Ge 

du 


Tabelle J. 





wa 

Phosphorgehalt in mg-°/, der Trockenleber zel 

Extrahiert mit: Aceton ~— Ather Alkohol die 

vel 

Normaltieme ......-ss 118 140 197 het 
Luftverdiinnte Tiere . . . . 442 161 214 Me 
die 

Man sieht daraus ganz deutlich, daB die bei Luftverdiinnung tatsachlich bei 
eintretende Zunahme des extrahierbaren Phosphors fast ausschlieBlich leb 
durch den Phosphor der acetonischen Fraktion zustande kommt. Dies Re 
erscheint uns deshalb wichtig, weil im allgemeinen die Extraktion mit ext 
Aceton gerade zur Trennung der Phosphatide vom Neutralfett und Chole- 
sterin benutzt wird und die acetonische Lésung infolgedessen keinen Ph 
Phosphor enthalten soll. Diese Trennung ist Monasterio im Depotfett auch das 
vollkommen gelungen, denn er konnte dort in der acetonischen Fraktion vol 
keinen Phosphor feststellen. Dazu kommt noch, daB Monasterio in der wu 
acetonischen Fraktion des Leberfettes zwar Phosphor, aber keinen Stickstoff sta 
nachweisen konnte. Auf Grund dieser beiden Tatsachen mu man wohl dat 
annehmen, daB in der acetonischen Fraktion keine Phosphatide in Art wii 
des Lecithins vorliegen, die Phosphor und Stickstoff enthalten. Man hat zu 
es also im Leberfett, und vor allem in der acetonischen Fraktion mit ihrem Abi 
verhiltnismaBig hohen Phosphorgehalt, bestimmt mit besonderen Ver- Phi 
haltnissen zu tun. Ob diese in charakteristischen physikalisch-chemischen ver 
Eigenschaften bestehen, die sich in etwas geaénderten, spezifischen Lésungs- Lei 
verhaltnissen auswirken, oder ob es sich um fiir die Leber charakteristische ein 
Stoffe mit besonderen chemischen Eigenschaften handelt, laBt sich vor- die 
liufig nicht entscheiden. Sicher ist nur, da8 daneben noch mehrere Phospha- des 
tide in dem Leberfett enthalten sind, wie dies das fiir die Ather- und Alkohol- ist, 
fraktion verschiedene Verhaltnis Phosphor: Stickstoff in Monasterios abe 
Bestimmungen beweist. Wir wollen daher vorlaufig nur ganz allgemein 
von acetonléslichen Phosphorverbindungen sprechen, wobei wir, wie schon schi 
gesagt, offen lassen, ob es sich um neue Verbindungen handelt, oder aber bes 
um schon bekannte, die nur infolge besonderer Mischungsverhaltnisse mit (vg 
Fetten, Fettsiuren usw. acetonléslich geworden sind. In dem Depotfett dur 
fand Monasterio, wie schon erwéhnt, keine derartigen acetonléslichen nicl 
Phosphorverbindungen. Wichtig ist aus seinen Untersuchungen noch der Tal 
Befund, daB der Phosphatidgehalt des Depotfettes bei Luftverdiinnung dal 
von rund 10°, auf rund 18°, zunimmt. Dies zeigt, da8 aus dem Depotfett Ver 
bei Luftverdiinnung das Neutralfett verschwindet. 

Im iibrigen liegen die Phosphorwerte von Monasterio allgemein etwas sin 
héher als die von uns gefundenen, was sehr wahrscheinlich durch die andere ohn 
Art der Extraktion verursacht ist (vgl. dazu die Versuche tiber H ydrolyse am 
von Loewy und Leibowitz (1)|. Da aber in unserem Zusammenhang nur An 
die Phosphorverteilung auf die einzelnen Fraktionen und nicht ihr Absolut- bets 


wert interessiert, kénnen diese Differenzen auBer Betracht gelassen werden. dire 
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Alle diese beschriebenen Vorgange fiihren dazu, daB der Phosphor- 
gehalt im Extrakt der Lebern normaler luftverdiinnter Meerschweinchen 
eine geringe Abnahme erfahrt (vgl. Tabelle III, Reihe 14, Spalte 5 und 6). 
Beriicksichtigt man dazu, daB die Leber unter der Luftverdiinnung ihr 
Gewicht nur wenig vermindert, so stellt sich der Vorgang der Verfettung 
durch Luftverdiinnung etwa folgendermaBen dar: 

Die Verfettung wird in erster Linie gekennzeichnet durch eine Ein- 
wanderung von Neutralfett, das, wie die Untersuchungen von Monasterio 
zeigen, auch in diesem Falle aus den Fettdepots des Kérpers stammt. Aus 
diesem Fett diirften dann in der Leber die acetonléslichen Phosphor- 
verbindungen sich bilden. Die Frage ist nun, wo der dazu nétige Phosphor 
herkommt. Als Lipoidphosphor wandert er nach den Beobachtungen 
Monasterios iiber das Depotfett nicht ein. Aber es ist gar nicht nétig, daB 
dieser Phosphor einwandert, denn, wie die Versuche zeigen, nimmt zwar 
bei der Luftverdiinnung normaler Tiere der Phosphorgehalt der Gesamt- 
leber ab, noch starker aber der des Extraktionsriickstandes (vgl. Tabelle II, 
Reihe 12 bis 13, Spalte 5 bis 6). Die Zunahme des Phosphors im Ather- 
extrakt deckt diese Differenz ungefahr. 

Diese Phosphorwanderung in der Leber, sowie die  eingetretene 
Phosphorverminderung in ihr und besonders im Extraktionsriickstand 
das sind im wesentlichen Eiweibstoffe ist aber nach den Untersuchungen 
von Laubender (3) iiber den EiweiBabbau in der Leber nicht weiter ver- 
wunderlich. Laubender hatte zeigen kénnen, da bei Luftverdiinnung ein 
stark gesteigerter Zerfall von Eiwei®B in ihr stattfindet. Dabei zerfallen 
dann auch die phosphorhaltigen Nucleinséuren [vgl. dazu die schon er- 
wahnten Versuche iiber Autolyse von Loewy und Leibowitz (1)], es kommt 
zu einer vermehrten Phosphorausscheidung und im Gefolge damit zu einer 
Abnahme des Phosphorgehaltes der Leber. Ein Teil des dabei frei werdenden 
Phosphors wird dann bei dem oben erwahnten Aufbau der Phosphatide 
verbraucht. Es wiirde auf diesem Wege also der schon von Loewy und 
Leibowitz und von Gubser (2) angenommene Ubergang des Phosphors aus 
einer atherunléslichen in eine atherlésliche Bindung vor sich gehen. Ob 
die von Loewy und Pincussen (3) bei Luftverdiinnung gefundene Zunahme 
des Calciums in der Leber, an das ja Phosphorséiure sehr haufig gebunden 
ist, damit in Zusammenhang steht, la{8t sich zwar nicht entscheiden, soll 
aber, als im Bereich der Méglichkeit liegend, immerhin erwahnt werden. 

Unter den vorstehend dargelegten Gesichtspunkten ist also die Ver- 
schiebung des dtherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor, die man in 
besonders hohem Grade bei den normalen luftverdiinnten Tieren findet 
(vgl. Tabelle III, Reihe 15, Spalte 5 bis 6), dahin zu verstehen, da sie 
durch eine absolute Zunahme des Extraktphosphors und eine Almahme des 
nicht extrahierbaren Phosphors in der Gesamtleber zustande kommt (vgl. 
Tabelle ILI, Reihe 19 bis 21, Spalte 5 bis 6). Betont werden muB noch einmal, 
daB der zweite Punkt eine wesentliche Rolle bei der Verschiebung dieses 
Verhiltnisses spielt. 

2. Dieselben Verhaltnisse kommen auch stark zur Geltung bei den 
in dieser Mitteilung beschriebenen Ergebnissen an Hungertieren mit und 
ohne Luftverdiinnung, wo auch eine Zunahme des atherléslichen Phosphors 
am Gesamtphosphor gefunden war. Ob an dieser Erhéhung auch wieder 
Anderungen des Phosphorgehaltes des Extraktes und des Riickstandes 
beteiligt sind, 14B8t sich aus den Werten der Phosphorgehalte selbst nicht 
direkt feststellen. da die Trockenleber der Hungermeerschweinchen in 
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threm Anteil am Tiergewicht Uber dieses hinaus noch um 31°, abgenomimen 
hat. Ein klares Bild der Phosphorgehalte bekommt man aber, wenn man 
berechnet, wieviel Milligramm Phosphor in Gesamtleber, Riickstand oder 
Extrakt auf je 100g Tierendgewicht enthalten sind. Man bekommt ein 
klareres Bild iiber die wirklichen Veranderungen in den verschiedenen 
Phosphorgehalten. Die betreffenden Zahlen sind in der Tabelle III in 
Reihe 19 bis 21 zu finden. Die Mittelwerte sind in Tabelle Il zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 11. 





Phosphormenge in mg, 
bezogen auf je 100 g Kirpergewicht 


i Gesamtleber i Extraktriickstand Extrakt 
DD eG" ghbrsery dg 14,0 13,2 0,74 
2. Hungertiere ohne Verdiinnung 12,5 11,4 1,19 
8. ‘ mit , 14,6 12,5 1,68 
4. Normale luftverdiinnte Tiere 10,2 8,2 1.78 


Diese Chersicht zeigt zundchst, daB im Phosphorgehalt der Gesamt- 
leber eine Verschiebung im Sinne einer Abnahme, wie dies bei nicht hungern- 
den, luftverdiinnten Tieren gefunden wird (Reihe | und 4), bei den Hunger- 
tieren nicht deutlich ist. Deutlich ist sie dagegen im Riickstand, wo bei 
den Hiungertieren sowohl mit wie auch ohne Luftverdiinnung eine Abnahme 
des Phosphors zu finden ist, die aber nicht so groB ist, wie bei den nicht 
hungernden, luftverdiinnten Meerschweinchen. Man hat es demnach bei 
den Hungertieren auch schon ohne Luftverdiinnung mit einem Zerfall 
von phosphorhaltigen Eiweibstoffen zu tun, allerdings nicht in demselben 
AusmaB wie bei nicht hungernden, luftverdiinnten Meerschweinchen. 
Auch dies stimmt mit den Beobachtungen Laubenders(3) iiberein, daB der 
Reststickstoffgehalt der Leber von Hungermeerschweinchen gegentiber dei 
Norm erhéht ist, daB diese Zunahme aber bei weitem nicht die durch Luft 
verdiinnung ohne Hunger hervorgerufene  erreicht. 

Schon durch die Abnahme des nicht extrahierbaren Phosphors wird 
das Verhaltnis atherléslicher Phosphor zum Gesamtphosphor erhdht, 
dazu tritt aber noch, laut letzter Spalte der Tabelle II, eine Vermehrung 
des dtherléslichen Phosphors, die bei den Hungertieren wieder nicht ganz 
so stark ist, wie bei nicht hungernden, luftverdiinnten Tieren. 

Ks war schon gesagt worden, daB die atherléslichen Leberbestand- 
teile insgesamt bei den Hungertieren etwa ebensoviel vermindert waren, 
wie die Leber selbst an Gewicht verloren hatte. Da nun der Phosphor- 
gehalt des Extraktes sehr stark, namlich auf etwa das Dreifache, die 
Phosphormenge des Extraktes pro 100g Tiergewicht aber nur auf das 
Anderthalb- bis Zweifache zugenommen hat, so folgt daraus, daB ein Teil 
der Zunahme des Phosphorgehaltes im Extrakt darauf zuriickzufiihren ist. 
daB das Neutralfett der Leber beim Hungern in starkerem Mabe abgebaut 
wird als die Phosphatide. Der hohe Phosphorgehalt des Extraktes kommt 
also zu einem Teil durch eine relative Anreicherung der Phosphatide infolge 
Abbau von Neutralfett, und zum anderen Teil durch eine unter Wirkung 
des Hungerns mit und ohne Luftverdiinnung eintretende absolute Zunahme 
der atherléslichen Phosphorverbindungen zustande. Die Veranderungen 
im Gehalt an Neutralfett und Lipoiden gehen beim Hungern im Gegensatz 
zu den Erscheinungen bei Fettbelastung nicht parallel. Histologisch hatten 
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Salvioli und Sachetta (8) an hungernden Meerschweinchen und Hunden 
ein Verschwinden des Neutralfettes und der Fettsauren aus den Leber 
zellen und einen Ersatz dieser Stoffe durch Lipoide beobachten kénnen. 
Durch chemische Bestimmungen fand Asada (9) bei Ratten, da beim 
Hungern das Neutralfett in der Leber sehr stark vermindert ist, wahrend 
das zu den Lipoiden zaihlende Cholesterin zunimmt. Dasselbe Bild zeigen 
mit Phosphor vergiftete Hungerratten, wahrend bei solchen ohne Hunger 
das Cholesterin gegeniiber der Norm noch starker erhéht war und auch 
das Neutralfett eine betrachtliche Zunahme zeigte. Wendt (10) fand, dab 
bei hungernden Hunden der lipoide Phosphor und das Cholesterin im Blute 
in den ersten Tagen ansteigen, um dann im weiteren Verlauf bis weit untet 
den Anfangswert abzufallen. Ferner konnte er zeigen, dali die nach Fett 
belastung an Normaltieren zu beobachtende Zunahme des Lipoidphosphors 
und des Cholesterinesters an Hungerhunden sehr viel ausgepragter war. 
Wendt zieht aus seinen Untersuchungen den SchluB, daB der Abbau der 
Fette tiber Lecithin bzw. Cholesterinester geht. Er nimmt weiter an, dali 
der erste Teil dieses Abbaues (bis zum Lecithin bzw. Cholesterinester) 
anoxybiotisch vor sich geht. So erklart er jedenfalls die bei Oxydations- 
behinderung (Narkose, Dyspnoe) gefundene Zunahme der Cholesterinester 
und des Lecithins, daB namlich die Bildung dieser Stoffe aus Fett als an 
oxybiotischer ProzeB noch méglich ist, waihrend die weitere Verbrennung 
durch den Sauerstoffmangel verhindert wird. Diese Annahme wiirde auch 
iibereinstimmen mit den Befunden Griffels (11) aus dem hiesigen Institut. 
da®8 bei Kaninchen unter der Einwirkung der Luftverdiinnung im Serun 
eine zum Teil hochgradige Steigerung des Gesamtcholesterins neben eine 
solchen von Fett eintritt, die die bei gleich langem Hungern beobachtete 
Zunahme weit iibertrifft. 

e) Es muB festgehalten werden, dali bei den Meerschweinchen die 
Steigerung des Quotienten 


atherléslicher Phosphor 
Gesamtphosphor 


von 5,3 bei den Normaltieren auf 11,6 bei den hungernden und auf 17,4 
hei den nicht hungernden, luftverdiinnten Tieren in gleicher Weise durch 
eine Verminderung des atherunléslichen Phosphors infolge der verringerten 
Menge an KerneiweiBen und durch eine verhaltnismaBig kleinere Vermehrung 
des atherléslichen Phosphors zustande kommt. Da also an dieser Ver 
schiebung mehrere Faktoren mit zum Teil gegenlaufigen Verainderungen 
beteiligt sind, ist ein Konstantbleiben dieses Quotienten nicht unbedingt 
beweisend, dafiir das in der Leber keine Verainderungen vor sich gegangen 
waren. Man sieht dies z. B. an den Werten der Fettlebern, die durch Warme 
oder Vergiftung mit Chloroform verursacht sind. Bei diesen Tieren hatten 
sich, wie aus einer Ubersicht der Angaben von Gubser (2) hervorgeht (vgl. 
Tabelle Ill, Spalte 7 und 8), die in Frage kommenden Grében derart ver 
andert, da8 der Anteil des atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor 
nur wenig erhéht war, obwohl in der Leber sich starke Degenerations 
erscheinungen bemerkbar gemacht hatten. Die Verfettung durch Warme 
bzw. Chloroform wiirde sich folgendermafien darstellen : 


f) Bei den Wédrmetieren hat man es mit einer fast ausschlieBlichen 
Fettinfiltration zu tun. Das ergibt sich daraus, da der Phosphorgehalt des 
Extraktes von 0,63 auf 0,40°,. d.h. in fast demselben MaBe abgenommen 
hat, wie die gesamte Extraktmenge gestiegen ist, diese nimlich von 7,55 
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auf 15,1°,. Noch deutlicher erkennt man dies an der Menge Extraktphosphors 
pro 100g Tiergewicht, die bei den iiberwarmten Tieren mit 0,79 mg fast 
gleich dem Normalwert von 0,74 mg ist. Gleichzeitig hat aber auch der 
Phosphorgehalt des Atherriickstandes abgenommen. Dies zeigt, da®B infolge 
der Warme auch ein starker Zerfall von Eiweifi stattgefunden haben muB8. 
DaB in diesem Falle ein Substanzverlust der Leber tatsachlich vor sich 
gegangen ist, ergibt sich auch aus dem Anteil der Leber am Tiergewicht, 
der ganz in der Héhe des Normalwertes liegt, obgleich die Tiere wahrend 
des Versuchs um durchschnittlich 25°, an Gewicht verloren haben. Die 
Leber hat also in demselben MaBe an Gewicht abgenommen, wie das 
ganze Tier, obwohl die Extraktmenge zugenommen hat. 

Auch die Phosphormenge des Riickstandes pro 100g Tiergewicht 
liegt mit 8,1 mg bei den tiberwirmten Tieren weit unter dem Normalwert 
von 13,8 mg (vgl. Tabelle III, Reihe 20, Spalte 5 und 7). Der Unterschied 
gegentiber der Luftverdiinnung, wo ein ebenso starker Riickgang dieser 
Phosphormengen gefunden war, besteht nur darin, daB im Falle der Uber- 
wairmung aus dem frei werdenden Phosphor keine Phosphatide gebildet 
wurden. #s tritt also lediglich eine Abnahme des Phosphors im Riickstand 
ein, wahrend der Extraktphosphor, wie schon angefiihrt, in seiner Menge 
konstant bleibt. Daraus folgt, daB der Anteil des letzteren am Gesamt- 
phosphor erhéht ist. Die Warmeverfettung stellt also eine Infiltration 
von Neutralfett mit gleichzeitigem Zerfall von EiweiSstoffen dar. 

g) Ein der Warmewirkung ahnliches Bild zeigt die Leberverfettung 
als Folge einer Chloroformvergiftung. Der Zunahme des Atherextraktes 
steht auch hier eine fast entsprechend gleich groBe Abnahme des Phosphor- 
gehaltes in diesem entgegen, woraus sich eine véllig normale absolute 
Phosphormenge des Extraktes ergibt (0,72 mg auf 100g Tiergewicht). 
Es handelt sich also ebenfalls um ein ausgesprochenes Einwandern von 
Neutralfett. Die ganz geringe Verschiebung (Zunahme) im Verhiltnis 
atherléslicher Phosphor : Gesamtphosphor kommt wieder durch einen, 
allerdings weniger starken, Zerfall der phosphorhaltigen KerneiweiBe 
zustande. 

Der Phosphcrgehalt des Atherriickstandes ist zwar gegeniiber der Norm 
erhéht, aber nicht ganz soviel, wie die Leber wahrend des Versuchs an 
Gewicht abgenommen hat. Daher ist auch die Menge Phosphor im Riickstand 
pro 100 g Tiergewicht mit 9,9 mg etwas geringer als normal. Wir glauben 
daher, daB der beobachtete Gawichtsverlust der Leber in erster Linie einem 
Verschwinden von Glykogen, daneben allerdings auch einem geringen 
Zerfall von Eiwei8 zuzuschreiben ist. DaB Glykogen bei Chloroform- 
vergiftung verschwindet, hatte schon F’. Rosenbaum (12) gefunden. Bei 
dieser Art von Verfettung handelt es sich also um eine Finwanderung von 
Neutralfett mit gleichzeitigem Verschwinden des Glykogens und geringem 
Zerfall von EiweiB. 

h) Ein ganz anderes Bild zeigt die Verfettung als Folge einer Phosphor- 
vergiftung [Literatur dazu bei Gubser (2)]. Am ahnlichsten ist sie, wie das 
ja schon oft betont worden ist, der Luftverdiinnung, néimlich: Starke 
Zunahme des Atherextraktes, in der Hauptsache gebildet durch Einwanderung 
von Neutralfett. Daneben in geringerem Mae Zunahme seiner Lipoide. 
Gleichzeitig Abnahme des Phosphors im Atherriickstand, d.h. also, ge- 
steigerter Eiweifizerfall, wie er auch von Sotnischewsky (13) gefunden war. 
Als Folge aller dieser Verainderungen eine sehr wesent| che Erhéhung des 
atherléslichen Phosphors im Verhaltnis zum Gesamtphosphor. 








Meerschweinchen. 


Tabelle 111. 
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Sehr interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung von 
Rosenfeld (14) und spater auch von Fibiger, daB man bei Hungertieren durch 
Phosphor keine Fettlebern hervorrufen kann. Auch hierin zeigt sich wieder 
die ahnliche Wirkung von Phosphor und Luftverdiinnung, die bei Hunger 
tieren, wie oben beschrieben, auch keine Verfettung der Leber bewirkte. 

SchlieBlich ware noch darauf hinzuweisen, daB cie Phosphormenge des 
Atherextraktes bei den betrachteten vergifteten Tieren rund 6,8 mg gegen- 
iiber einer Normalmenge von rund 3,8 mg betragt. Daf in diesem Falle 
die Zunahme gerade soviel ausmachte wie die Phosphormenge, die ein- 
gespritzt wurde, namlich 3 mg, ist nur zufallig. Im allgemeinen findet man 
und auch wir konnten das an Kaninchen bestatigen im Atherextrakt 
der Lebern phosphorvergifteter Tiere eine Erhéhung der Phosphormenge, 
die weit iiber der Menge des eingespritzten Phosphors liegt. 


B. Kaninchen. 


Bei den WKaninchen handelt es sich um phosphorvergijtete Tiere und 
terner um solche, bei denen das Reticuloendotheliaisystem durch Einspritzen 
von kolloidalem Eisenhydroxyd oder Eisensaccharat in die Bauchhdhle 
blockiert war und die dann der Luftverdiinnung ausgesetzt waren. 

a) Eine Reihe von Versuchen [von v. Zalka (15), Krdhenbiihl (16) u. a.) 
hatte gezeigt, daB gerade bei der letztgenannten Vorbehandlung der Tiere 
sonst sehr charakteristische Folgen der Luftverdiinnung (Erhéhung der 
Zahl der roten Blutkérperchen, des Hamoglobins, der Hamopoitine 
[ Krdhenbihl (16)| usw. ausbleiben. Es war nun interessant, festzustellen, 
ob diese Blockierung auch auf die Leber von EinfluB sein wiirde. Die 
Ergebnisse dieser Versuche, die bis auf die EKinspritzungen genau so aus- 
gefiihrt wurden, wie sonst, sind aus den ersten beiden Spalten der Tabelle IV 
zu ersehen. Den Tieren wurden im ganzen 26 bis 30ccm Ferrum oxy- 
datum dialysatum (saccharatum) (10”,) in die Bauchhéhle eingespritzt. 
Die Spalten 3 und 4 enthalten Mittelwerte friiherer Versuche an normalen 
und luftverdiinnten Kaninchen aus den Arbeiten von Loewy und Leibo- 
witz (2) und von Mosonyi (17), die des Vergleiches halber noch einmal 
hierher gesetzt sind. Die Versuche, auf die in einer spateren Arbeit ausfiihr- 
lich eingegangen werden wird, zeigen als Ergebnis, daB die Blockierung 
genau wie im Blute auch in der Leber die sonst fiir die Luftverdiinnung 
charakteristischen Verdnderungen verhindert hat. Das zeigt zunichst die 
Menge des Atherextraktes, der mit 4,7 und 6,4°, der Trockensubstanz 
sogar noch unter dem mittleren Normalwert fiir Kaninchen von 9,5° 
liegt. Auch makroskopisch wiesen diese Lebern keinerlei Veranderungen 
auf, sondern boten ein vollkommen normales Aussehen. Die mikroskopische 
Untersuchung wird ausgefiihrt werden. 

b) Bei den phosphorvergifteten Kaninchen (Tabelle IV, Spalte 5 bis 6) 
zeigte sich eine auBerordentliche Steigerung der Atherextraktmenge, die 
die sonst niemals von uns bei Kaninchen beobachtete Héhe von 36,7 und 
16,3°, der Trockenleber erreichte. 

Daneben war der Phosphorgehalt im Extrakt und Riickstand erhdht. 
demgemaé8 auch in der Gesamtleber. Dabei hat laut Reihe 20 der Tabelle IV 
die Gesamtmenge des Phosphors im Atherriickstand nicht zugenommen. 
sondern ist auf der Héhe des Normalwertes geblieben. Dagegen hat die 
Phosphormenge im Atherextrakt (vgl. Tabelle IV, Reihe 21) von 0,76 mg 
pro 100g Tiergewicht bei den Phosphortieren auf 3.7 mg zugenommen. 








Kaninchen. 


Tabelle IV. 
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Es ist ausgeschlossen, daB bei dieser Zunahme des extrahierbaren 
Phosphors die Menge des eingespritzten Phosphors irgendeine Rolle spielt. 
Wiirde er selbst vollkommen in das Leberfett iibergehen, so kénnte im 
Héchstfall eine Zunahme um 8 bzw. 6 mg (= eingespritzte Menge) statt- 
finden. In Wirklichkeit hat aber die gesamte Phosphormenge der Leber 
von 13 bzw. 9 mg auf 62 bzw. 38 mg zugenommen, das sind Betrage, die die 
eingespritzten Mengen weit iibersteigen. (Die Normalwerte von 13 bzw. 
9 mg sind unter der Voraussetzung berechnet worden, da sich der Phosphor- 
gehalt und die Menge des Extraktes wie sonst bei Normaltieren verhalten.) 
Es muB also bei der Phosphorvergiftung eine sehr betrachtliche Hin- 
wanderung von Phosphatiden in die Leber stattgefunden haben. Diese 
Einwanderung von Phosphatiden mu sogar noch die des Neutralfettes 
iibersteigen, weil sonst keine Zunahme im Phosphorgehalt des Ather- 
extraktes hatte eintreten kénnen. 

Es zeigt sich also, daB die mit Phosphor vergifteten Kaninchen prin- 
zipiell anders reagieren als entsprechend behandelte Meerschweinchen. 
Ein derartiges véllig verschiedenes Verhalten dieser beiden Tierarten ist 
nach vielen Richtungen hin festgestellt worden. [Fiir die Leber und Milz 
in anderer Beziehung z. B. von Loewy und Cronheim (18).] Leider erlaubt 
die nur verhaltnismaBig geringe Zahl unserer Beobachtungen vorlaufig noch 
nicht, alle Vorginge der Verfettung von Kaninchenlebern so zu iibersehen, 
daB man mit einer gewissen Sicherheit diese Prozesse deuten kénnte. 


C. Hiihner. 


Unsere Untersuchungen iiber die Wirkung der Luftverdiinnung auf die 
Leber von Hiihnern betreffen nur zwei Normaltiere und drei luftverdiinnte 
Tiere. Immerhin lassen sich in Verbindung mit den Beobachtungen bei 
anderen Tierarten, die in sehr viel gr6Berer Zahl untersucht wurden, auch 
fiir die Hiihner einige Schliisse hinsichtlich des Atherextraktes und der 
Phosphorfraktionen ziehen (Tabelle V). 

Zuniachst der Atherextrakt. Dieser ist, wie stets, erheblich vermehrt 
bei den luftverdiinnten Tieren, so da man es mit einer richtigen Verfettung 
zu tun hat, die sich auch schon auBerlich sichtbar zeigt. Er macht niémlich 
bei den beiden Normaltieren im Mittel 12,0°, der Trockenleber aus und 
steigt bei den drei luftverdiinnten Tieren auf im Mittel 22,9 ° ,, eine Steigerung 
um 91°, die véllig in die auch bei Meerschweinchen beobachtete Zunahme 
fallt. Wir méchten besonders die Ahnlichkeit der Hiihnerlebern in ihrer 
Reaktion auf die Luftverdiinnung mit den der Meerschweinchen betonen, 
weil sich diese Ahnlichkeit nicht nur auf die Extraktmenge bezieht, sondern 
auch auf die verschiedenen Phosphorgehalte. Es ist interessant, festzustellen, 
daB diese Werte sich bei den Hiihnern durch Luftverdiinnung alle in der- 
selben Richtung verschieben wie bei den Meerschweinchen, und daf sogar 
die quantitativen Unterschiede dieser Verschiebungen verhaltnismabig 
gering sind. Im Phosphorgehalt der Trockenleber ist naimlich eine kleine 
Verminderung von im Mittel 0,96°(, der Normaltiere auf im Mittel 0,87°, 
bei den luftverdiinnten Hiihnern zu verzeichnen, ebenso wie im Ather- 
riickstand von im Mittel 1,00°, auf im Mittel 0,85. 

Starker hat der Phosphorgehalt des Atherextraktes abgenommen, der 
von 0,70°, bei den beiden Normaltieren auf im Mittel 0,46’, bei den luft- 
verdiinnten Tieren gesunken ist. Infolge der groBen Zunahme des Ather- 
extraktes resultiert aber schlieBlich eine starke Erhéhung des Anteiles des 
atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor, der von im Mittel 8,88°,, 
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des Normalzustandes auf im Mittel 16,2°,, bei den luftverdiinnten Tieren 
gestiegen ist. 

Da die Veranderungen, die die Hiihnerlebern unter dem Einflu8 der 
Luftverdiinnung erleiden, in derselben Richtung vor sich gehen, wie bei 
den Meerschweinchen, darf man wohl annehmen, daB die dabei ablaufenden 
Prozesse hier wie dort die gleichen sind. Das heiSt also auch fiir die Hiihner: 
Einwanderung von Neutralfett, Neubildung von Lipoiden, Zerfall von 
Eiwei8. Es kann also auch bei Végeln unter dem Einflu8 der Luftverdiinnung 
zu denselben Degenerationserscheinungen der Leber kommen wie bei den 
Saugetieren. 

Tabelle V. 





Hiihner. 
Normal Verdiinnt 

i eee Dw... 5." 3 9 4 5 8 
2. Dauer des Versuchs in Std. ig es -- - 120 120 
3. Davon in Verdiinnung in in 4! _ 82 96 20 
4. Gewicht der Leber ing . . ’ 17 17 27,5 
5. Trockensubstanz der Leber in ‘g. : 4,3 3,2 8.6 
6. Trockensubstanz des icabigaenaras 

m%.. 25,3 19,0 31,2 
7. Atherextrakt- -Gesamtmenge in ‘mg 348 697 1456 
8. Atherextrakt der trockenen Leber 

in %. . ; 8,1 15,9 21,8 18,2 | 28,7 
9. Phosphor der Trockenleber in % . 0,99 0,93 0,81 0,90 0,91 
10. P des Atherriickstandes in %. . . 1,03| 0,97 0,91 0,97 0,77 


11. P des Atherextraktes in %... . 0,70; 0,70, 0,46 0,59 0,34 
12. Anteil des Aatherléslichen P am 
Te 1) (a 5,75 12,0 12.4 12,0 | 24,2 


D. Ginse. 


Im Gegensatz zu den bisher besprochenen Tieren haben wir bei den 
Gansen nicht mehr den Einflu8 der Luftverdiinnung untersucht, sondern 
wir haben nur festgestellt, welches Bild die bei diesen Tieren durch die 
Mast auftretende Verfettung der Leber zeigt. Unser Zahlenmaterial (vgl. 
Tabelle VI) ist nicht groB, es stammt nur von drei Tieren. Es geht aber 
doch eindeutig daraus hervor, daB die bei den Gansen bei Fiitterung vor- 
handene Leberverfettung etwas ganz anderes ist, naémlich in der Haupt- 
sache eine wirkliche ,,Verfettung‘‘, d.h. Ablagerung von Neutralfett. 
Das ist das einzige, was man mit Sicherheit aus diesen Zahlen ersehen kann. 
Alle iibrigen Resultate lassen wegen der geringen Anzahl der untersuchten 
Tiere keine weiteren Schliisse zu. Es ist namlich auffallend, wie sehr sich 
die Lebern in ihrer Zusammensetzung voneinander unterscheiden. Be- 
stimmt hangt das in hohem Ma8e auch von der Fiitterung der Tiere ab. 
Die Besprechung der Resultate mu8 sich deshalb nur auf Erwahnung von 
Einzelheiten erstrecken. 

a) Der Wassergehalt ist um so niedriger, je héher der Fettgehalt. Der 
Fettanteil ist eben verhaltnismaBig wasserarm. Eine derartige Beziehung 
lieB sich bei den verschiedenen kiinstlich hervorgerufenen Verfettungen, 
die im vorhergehenden beschrieben worden sind, nicht nachweisen. Dagegen 
fanden wir, daB in den von uns untersuchten Kalbslebern (vgl. Tabelle VIIT, 
dieselbe Beziehung besteht, allerdings nicht ganz so ausgeprigt. 
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b) Die Menge des Atherextraktes schwankt ziemlich stark. Zu bemerken 
ist, daB die bei dem Tier Nr. 2 gefundene, prozentuale Extraktmenge mit 
45,7"°., der Trockensubstanz den héchsten Wert darstellt, den wir bei 
unseren verschiedenen Untersuchungen bisher beobachten konnten. Im 
ubrigen zeigt dies auch, welchen Grad bei dafiir geeigneten Tieren die 
alimentare Verfettung der Leber erreichen kann 


Tabelle V1. 





Ganse. 

kL. Tier Bees. : etree ae oF 1 2 3 
2. Gewicht der Tiere in g. a wees do ke 6750 4500 
3. Gewicht der Leber in g. . : 87 84 115 
4. Anteil der Leber am Tierendgewicht i in “of 1,74 1,23 2,55 
5. Trockensubstanz der Leber in g . . wa 25,83 33,33 37,6 
6. Trockensubstanz des Lebergewichts in 9%, ’ 29,69 39,68 32,7 
7. Atherextrakt-Gesamtmenge in mg ... . 4283 15 240 1184 
8. Atherextrakt der trockenen Leber in °,, . 16,58 45,71 81,5 
9. Phosphor der Trockenleber in % . . . . 1,185 0,129 0,38 
10. P des Atherriickstandes in % ..... . 1,336 0,142 0,56 
11. P des Atherextraktes in% ....... 0,421 0,114 0,006 
12. Anteil des atherléslichen P am Gesamt-P 

er ee a) Stee ae RR be 5.90 40,4 0,52 


c) Da®B der Atherextrakt bei den Gansen zum weitaus gréBten Teil 
aus Neutralfett besteht, zeigt sein Phosphorgehalt, der immer sehr gering, 
in einem Falle sogar fast gleich Null ist. Der Atherextrakt enthalt also 
verhaltnismaBig nur sehr wenig Phosphatide. Aber nicht nur der Phosphor. 
gehalt des Extraktes ist sehr niedrig, sondern auch der Phosphorgehalt 
des Extraktionsriickstandes. Man findet hier ferner die merkwiirdige 
Beziehung, da®8 der Phosphorgehalt des Riickstandes um so geringer ist, 
je mehr Atherextrakt die Leber enthalt. Nimmt man den Phosphor des 
Riickstandes als MaB der KerneiweiBe, so heiBt das nichts anderes, als: 
Die Menge der KerneiweiBe ist um so geringer, je gréBer die Menge des 
Leberfettes ist. 

Infolge der eben dargestellten Verschiedenheiten der Extraktmengen. 
ihrer Phosphorgehalte sowie der Phosphorgehalte der Extraktionsriick 
stiinde ist es verstiandlich, daB sowohl der Phosphorgehalt der Gesamt- 
leber, sowie der Anteil des atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor 
in weiten Grenzen schwanken. Hervorzuheben ist wieder nur bei Tier 
Nr. 2 der abnorm hohe Wert des zuletzt genannten Verhialtnisses mit 
40,4°,, der weit iiber allen sonst beobachteten Werten liegt. Dabei ist 
der Phosphorgehalt des Extraktes an sich gar nicht hoch (0,11°,); es ist 
nur absolut auBerordentlich viel Extrakt vorhanden, und auberdem hat 
der Atherriickstand den verhaltnismaBig recht niedrigen Phosphorgehalt 
von 0,14°,, wodurch dieses abnorme Verhiltnis zustande kommt. 

Neben den Extrakt- und Phosphorbestimmungen haben wir bei den 
Gansen und auch bei den Kalbern noch Bestimmungen von Gesamt- und 
Reststickstoff vorgenommen. 

Die Methodik war die im hiesigen Institut tibliche, die zuerst von 
Laubender (3) benutzt und von ihm beschrieben worden ist. Die Resultate 
dieser Analysen sind in Tabelle VII am SchluB8 dieses Abschnittes zu 
sammengestellt. 
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Aus der Tabelle VII geht in Verbindung mit Tabelle VL zunachst 
eine Beziehung zwischen Gehalt an Geasmtstickstoff und Extraktmenge 
hervor. Um dies erkennen zu kénnen, mu®B man aber die Stickstoffmengen 
auf fettfreie Trockensubstanz umrechnen. AuBerdem mu man auch den 
in zwei von drei Fallen bestimmten Stickstoffgehalt des Extraktes beriick 
sichtigen, und zwar mu man, wenn man den Stickstoff des EiweiBes bzw. 
seiner Abbauprodukte fiir sich allein haben will, die im Extrakt enthaltenen 
Stickstoffmengen abziehen. Da der Stickstoffgehalt des Extraktes in 
einem Falle 2,3° , betriigt, spielen diese Mengen bei dem groBen Anteil 
des Atherextraktes an der Trockensubstanz eine betrachtliche Rolle. Die 
unter Abzug dieser Stickstoffmengen ermittelten Werte finden sich in Reihe 4 
und 11 der Tabelle VII. AuBerdem sind in Reihe 3 und 10 noch die im 
Extraktionsriickstand wirklich bestimmten Zahlen angegeben. 


Man sieht, daB fiir Tier Nr. 2 (Reihe 10 und 11) die Ubereinstimmung 
zwischen berechneten und bestimmten Gesamt- und Reststickstoffwerten 
recht gut ist. Bei Tier Nr. 1 sind die berechneten Werte des Gesamt 
stickstoffs fast gleich den bestimmten (Reihe 3 und 4), wahrend die Rest- 
stickstoffwerte recht erhebliche Differenzen zeigen. Auf die Ursachen 
werden wir etwas spiter noch eingehen. Es ergibt sich jedenfalls, daB die 
Leber von Tier Nr. 1, die 16,6°,, Atherextrakt enthalt, im Extraktions 
riickstand 10,9°, Gesamtstickstoff aufweist, wiaihrend diese Menge bei 
Tier Nr. 2 mit 45,7°,, Atherextrakt 9,7°,, betrigt. Fiir Tier Nr. 3 lassen 
sich die entsprechenden Zahlen nicht angeben. Es lassen sich lediglich die 
auf fettfreie Trockensubstanz ohne Beriicksichtigung des Extraktstickstoffs 
berechneten Werte des Gesamtstickstoffs in Reihe 14 mit den entsprechenden 
in Reihe 2 und 9 vergleichen. Dabei zeigt sich wieder, da®B der Stickstoff- 
gehalt um so gréRer ist, je niedriger die Extraktmengen sind. Uber den 
Gesamtreststickstoff sowie seine Aufteilung lat sich aus unseren Zahlen 
eine Beziehung zum Grade der Verfettung nicht feststellen. Auffallend 
sind nur die an sich recht hohen Anteile des Reststickstoffs am Gesamt- 
stickstoff, sowie die stets vorhandene hohe Harnstoffquote. Wir haben 
etwas Ahnliches bei Meerschweinchen gefunden, die mit Hafer gemiistet 
worden waren [Loewy und Cronheim (4)]|. Dort betrug der gesamte Rest- 
stickstoff 15,4 bzw. 22,6°%, des Gesamtstickstoffs (normal 10,2°,,) und 
hiervon waren 73,9 bzw. 80,0°, Harnstoff- usw. Stickstoff (normal 60,8 ° ,,). 

Es bleibt noch zu erliutern, weshalb bei Tier Nr. 1 die im Extraktions- 
riickstand berechneten und die bestimmten Werte fiir den Reststickstoff und 
seine Fraktionen nicht iibereinstimmen (Reihe 3 und 4). Die Erklaérung 
dafiir findet man aus den Zahlen von Tier Nr. 2. Dort sind namlich diese 
Bestimmungen nicht nur in der Frisch-, sondern auch in der Trocken- 
substanz durchgefiihrt worden (vgl. Reihe 7 und 8). Die Zahlen zeigen, 
daB die Gesamtstickstoffmenge vor und nach dem Trocknen gleich ist, 
wahrend der gesamte Reststickstoff durch das Trocknen vermehrt worden 
ist. Es haben also waihrend des Trocknens autolytische Prozesse statt- 
gefunden, durch die ein Teil des vorhandenen EiweiBes abgebaut worden ist. 
Da bei der dann folgenden Extraktion mit Ather keine solchen Vorginge 
sich mehr vollziehen, besteht eine befriedigende Ubereinstimmung der 
Stickstoffwerte, die im Extraktionsriickstand wirklich bestimmt worden 
sind (Reihe 10), und den Zahlen, die sich aus den in der Trockenleber er 
mittelten Werten fiir den Extraktionsriickstand berechnen (Reihe 11). 


Die gleichen autolytischen Prozesse haben nun auch beim Trocknen 
der Leber |] stattgefunden. Da in diesem Falle aber nur die Stickstoff- 
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bestimmungen an der Frischsubstanz ausgefiihrt waren. und infolgedessen 
auch nur diese Zahlen der Berechnung der Stickstoffgehalte im Extraktions- 
rickstand zugrunde gelegt werden konnten, mute sich ein Unterschied 
zwischen den so berechneten und den bestimmten Werten fiir den Rest- 
stickstoff ergeben, eben wieder durch die infolge der Autolyse eingetretenen 
Verschiebungen. 

Es sei schlieBlich noch etwas iiber den recht hohen Stickstoffgehalt 
der Eutrakte gesagt. Sicher sind diese Stickstoffmengen nur zu einem 
kleinen Teil in Phosphatiden enthalten. Dies ergibt sich aus dem Ver- 
haltnis Stickstoff : Phosphor, das bei Tier Nr. 1 etwa 6: 1 und bei Tier Nr. 2 
etwa 45:1 betraigt. Das sind Verhaltnisse, die es in keinem der bekannten 
Phosphatide gibt. Aber auch die nur Stickstoff enthaltenden, atherléslichen 
Cerebroside kénnen nicht in einem diesen Stickstoffwerten entsprechenden 
Anteil im Atherextrakt enthalten sein, weil sie dann etwa 75 bzw. 40°, 
desselben ausmachen wiirden. Wir glauben vielmehr, daB der hohe Stick- 
stoffgehalt auSer durch geringe Anteile dieser Substanzen durch kleine 
Mengen Harnstoff verursacht ist, die vom Ather gelést worden sind. Chemisch 
steht dieser Erklarung nichts im Wege, denn Harnstoff ist in Ather zwar 
nur schwer léslich, aber doch nicht unléslich. AuBerdem ware es gut denkbar, 
da8 auch in diesen Fallen wieder besondere, durch die groBe Extraktmenge 
herbeigefiihrte Lésungsbedingungen herrschen, durch die dann der Harnstoff 
etwas leichter gelést werden kénnte. Es verdient jedenfalls in diesem 
Zusammenhang Beachtung, daB die Leber von Tier Nr. 2 mit der sehr 
hohen Extraktmenge sowohl den gréBeren Stickstoffgehalt im Extrakt 
wie auch den héchsten Harnstoffgehalt in der Leber hatte. 

Man darf sich bei dem Harnstoffgehalt von Tier Nr. | nicht durch den 
hohen Wert in Reihe 3 tiéuschen lassen. Dieser ist auch erst nach dem 
Trocknen mit seinen autolytischen Einwirkungen bestimmt. Zum Vergleich 
diirfen lediglich die in der Frischsubstanz festgestellten Mengen heran- 
gezogen werden (Reihe 1 und 7). 


E. Kiilber. 


Es wurden schlieBlich von uns auch noch die Lebern von vier Kdlbern 
untersucht, die in Davos geschiachtet wurden, und deren Lebern wir un- 
mittelbar nach dem Schlachten bekamen, so da8 noch keine autolytischen 
Prozesse eingetreten sein konnten. Eine von den Lebern (Nr. 4) war vollig 
normal, zwei Lebern (Nr. 2 und 3) waren sichtlich verfettet, waihrend die 
Leber Nr. 1 zum Teil normal, zum Teil verfettet war. Von dieser Leber 
wurden je zwei Untersuchungen gemacht, wie dies auch in den Tabellen VIII 
und IX zum Ausdruck gebracht ist. Dies ist deshalb wichtig. weil sich 
dadurch einmal zeigt, daB die Zusammensetzung der verschiedenen Leber- 
lappen, wie dies besonders fiir den Glykogengehalt schon friither vielfach 
behauptet war, nicht gleich ist. Dariiber hinaus lassen sich aus der Richtung, 
in der diese Veranderungen liegen, unter gewissen Umstanden auch noch 
Schliisse iiber die in Frage kommenden Vorginge ziehen. 

a) Zu der Frage des Wassergehaltes war schon hei den Ginsen gesagt 
worden, daS bei diesen sowie bei den Kalbern umgekehrte Proportionalitat 
zwischen Wasser- und Fettgehalt besteht. Am auffallendsten ist dies in 
den verschiedenen Teilen der Kalbsleber Nr. | (siehe Tabelle VIII), wo der 
nichtverfettete Teil einen Wassergehalt von 72,3°,, aufwies, waihrend der 
verfettete Teil nur 70,1°, Wasser enthielt. !m iibrigen sind die Unter- 
schiede nicht so ausgepragt wie bei den Gansen,. weil der niedrigste Wert bei 
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normalen Lebern etwas unter dem héchsten Wassergehalt bei verfetteten 
Lebern liegt. Im ganzen sind aber die Differenzen doch deutlich. 

Wir hatten friiher (bei der Besprechung der Ganselebern) schon darauf 
hingewiesen, das ein Zusammenhang zwischen Fettanteil und Wasser- 
gehalt bei den /:iinstlich, d.h. nicht durch Mast hervorgerufenen Ver- 
fettungen sich nicht nachweisen lieB. An sich ist der Befund an den Gansen 
und Kilbern, némlich das Vorhandensein einer Abhangigkeit, versténd- 
licher, da Fett immér bedeutend wasserirmer ist als z. B. EiweiB. Dab 
die Leber bei den sonstigen Verfettungen, z. B. als Folge der Luftverdiinnung, 
trotz ihres hohen Fettgehaltes, noch relativ viel Wasser enthalt, scheint 
ein Zeichen dafiir zu sein, daB diese Verfettung pathologischer Natur ist. 
Es ist aber auch denkbar, da8 sich die dieser Fettablagerung entsprechende 
Verminderung des Wassergehaltes erst in langeren Zeiten vollzieht, als sie 
in unseren Versuchen vorlagen. 


Tabelle VIII. 
Kalber. 





Nicht verfettet Verfettet 


Oy a ee ee Sees te 1 1 2 3 
2. Trockensubstanz des Lebergewichts in % . |24,9 27,7 29,9 29,1 | 26,4 
3. Atherextrakt der trockenen Leber in % . 10,1 7,7 }11,2 |14,8 | 17,1 
4. Phosphor der Trockenleber in % .... | 0,89 ,50 
5. P des Riickstandesin % ....«.... = O81) 1,08; 1,11| 1,10) 1,67 
6. P des Atherextraktes in % ....... 0,52 0,14 
7. Anteil des atherléslichen P am Gesamt-P 

MG ae oer re ee ee oe once a ee 1.6 


b) Die Menge des Atherextruktes schwankt bei den Kalbslebern in 
ziemlich weiten Grenzen. Die Werte in Tabelle VIIT beweisen aber, da 
die Lebern, die makroskopisch das Aussehen von Verfettung zeigten. 
auch chemisch das gleiche Ergebnis zeitigten. Sehr auffallend ist auch 
hier wieder der Unterschied fiir die verschiedenen Teile der Leber Nr. 1, 
wo die prozentualen Extraktmengen mit 7,7°, und 11,2 die Berechtigung 
erwiesen, den einen Teil als normal und den anderen als verfettet anzusehen. 

ec) Uber Phosphorgehalt und -verteilung laBt sich fast nichts sagen. 
Aus auBeren Griinden sind nimlich die Phosphorgehaite von Gesamtleber 
und Extrakt nur in zwei von den fiinf Fallen bestimmt worden. Sicher ist 
nur, das die bei den Génsen beobachtete Beziehung zwischen Extrakt- 
menge und Phosphorgehalt des Extraktionsriickstandes nicht besteht. 
Dagegen zeigen auch die Kalbslebern, und die verfetteten starker als die 
nichtverfetteten, da der Phosphorgehalt des Extraktes ebenso wie bei 
den Gansen, verhaltnismaBig niedrig ist. Das zeigt, daB die Verfettung 
zum gréBten Teil in einer Ablagerung von Neutraltett besteht. Uber den 
Anteil des atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor lat sich wegen 
der wenigen Werte nichts sagen. 

d) Die Gesamt- und Reststickstoffwerte enthalt die Tabelle IX. Die 
fiir fettfreie Trockensubstanz in Spalte 7 bis 9 angegebenen Werte sind 
ohne Beriicksichtigung des Stickstoffgehaltes des Extraktes und nur 
unter Zugrundelegung des prozentualen Anteiles desselben an der Gesamt- 
leber berechnet. Fiir den Gesamtstickstoffgehalt ergeben sich dabei keine 
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Unterschiede zwischen normalen und verfetteten Lebern. Deutlich sind 
dagegen solche Unterschiede beim eststickstoff, dessen Menge normal 
2,32 und 2,55°,, im Mittel 2,44°, der Trockenleber betragt. Bei den 
Fettlebern erniedrigt sich diese Menge auf im Mittel 1,66°,, das ist 
eine Verminderung um rund 33°,. Auch in seinem Anteil am Gesamt 
stickstoff hat der Reststickstoff bei den Fettlebern gegeniiber der Norm 
abgenommen. Man vergleiche dazu die Zahlen in Spalte 10 der Tabelle LX. 
Dariiber hinaus ist im Reststickstoff selbst auch noch eine Verschiebung 
im Sinne einer Erhéhung der Harnstofffraktion festzustellen. Wir haben 
einen derartig hohen Anteil der letzten Abbauprodukte des EiweiBes, wie 
schon angegeben, auch an Géansen und Meerschweinchen bei alimentare: 
Leberverfettung gefunden, so da®B in dieser Erhéhung des Harnstoff- und 
Ammoniakstickstoffs eine allgemeinere Erscheinung zu sehen ist. 


Tabelle IX. 


Kalbslebern. 








1 2 | 3 4 5 6 
Tier 100 g feuchte Leber enthalten 100 g Trockenleber enthalten 
Gesamt-N a Rest-N II Gesamt-N Rest-N Rest-N I 
Nr £ mg mg £ £ 4 
4 Nicht verfettet 3,09 519 285 13,7 2,08 1,1 
1 ia ‘ 3,08 650 473 11,1 2.35 1,71 
1 Verfettet 3,42 547 437 11,4 1,83 1,46 
2 - 2,98 361 301 10,3 1,24 1,03 
3 m 3,06 319 215 11,6 1,21 0,82 
7 8 9 10 11 12 13 14 
100 g fettfreie Trocken- , lies - Vom Rest-N 
rn leber enthalten Vom Gesamt-N sind sind 
ier CP ates : 
Gesamt- Rest- Rest-N Gesamt- Pepton- er Pepton- 
N N II Rest-N N usw.-N N 
Nr. g g g Fy Vo 9 0}, 
4 Nicht verfettet 15,2 | 2,382 1,27 16,80 7,6 9,2 45.2 548 
1 " 12,0 2.55 1,86 21.60 62 15,4 28,7 | 71, 
I Verfettet 12,8 | 2,06 | 1,65 16,00 3,2 12.8 20,0 80 
2 PA 12,1 146 1,21 12,1 2,0 10,1 16.5 83.5 
3 14.2 1,46 0,99 10,4 34 7,0 32,7 | 67,3 


Wir méchten auch hier noch einmal darauf hinweisen, dai die ver- 
fetteten Teile von Leber Nr. 1 sowohl im Gesamt- wie im Reststickstoft- 
gehalt alle fiir die Verfettung typischen Verschiebungen gegeniiber den 
nichtverfetteten Teilen derselben Leber aufweisen. Dies zeigt, da Degene 
rationserscheinungen dieser Art nicht gleichmaBig in der ganzen Leber 
zugleich auftreten. Man muB infolgedessen bei der Untersuchung gréBerer 
Lebern, die man nicht im ganzen verarbeiten kann, unbedingt darauf 
achten, da8 man Proben von médglichst viel verschiedenen Stellen mischt 
und dann erst analysiert. 





286 A. Loewy u. G. Cronheim : 


Zusammenfassung. 


Bei hungernden Meerschweinchen nimmt das Kérpergewicht 
unter Luftverdiinnung weniger ab als bei nicht der Luftverdiinnung 
unterworfenen, was auf den herabgesetzten Stoffwechsel bezogen 
werden kénnte. Die Leber nimmt weit mehr als das Kérpergewicht 
ab, gleichgiiltig ob die Tiere unter Luftverdiinnung waren oder nicht 
Die bei nicht hungernden Meerschweinchen stets zu findende Verfettung 
infolge Luftverdiinnung war bei den hungernden bei direkter Betrachtung 
der Leber und durch Bestimmung der Atherextraktmenge nicht erkenn- 
bar. Der Phosphorgehalt erwies sich jedoch gegeniiber der Norm ge- 
steigert am meisten im Atherextrakt, aber auch im Atherriickstand 
und somit auch in der Gesamtleber. Dabei scheint die Luftverdiinnung 
noch einen besonderen EinfluB auf die Verteilung des Phosphors in 
der Hungerleber zu haben, da der Anteil des atherléslichen Phosphors 
am Gesamtphosphor hier héher war als bei den hungernden, nicht unter 
Luftverdiinnung gewesenen Tieren. Bei beiden aber iibertraf er die Norm. 


Eine Betrachtung der Verfettungsvorginge an der Leber unter 
verschiedenen Bedingungen zeigt, daB sie sich vom chemischen Stand- 
punkt verschieden gestalten. Die Luftverdiinnung fiihrt bei nicht 
hungernden Meerschweinchen zu einer starken Zunahme der Fette 
und Lipoide, wobei der lipoidlésliche Phosphor bei fraktionierter Ex- 
traktion sich iiberwiegend in der Acetonfraktion findet, was auf be- 
sondere Verhaltnisse in der Leber hinweist, da durch Aceton sonst kein 
Phosphor extrahiert wird. —- Die Verfettung muB in diesem Falle aufgefaBt 
werden als entstanden durch Einwanderung von Neutralfett aus den 
Fettdepots zugleich mit Neubildung von Lipoiden. An der Lieferung 
ihres Phosphors ist der nichtlipoidlésliche Phosphor des Extrakt- 
rickstandes beteiligt. Es findet also eine Verschiebung der einzelnen 
Phosphorfraktionen der Leber in dem Sinne statt, daB der lipoidlésliche 
Phosphor zunimmt, der nichtlipoidlésliche abnimmt. 


Bei Hungertieren bewirkt die Luftverinderung keine Verfettung 
aber es kommt ohne und mehr noch bei Luftverdiinnung auch bei 
ihnen zu einer Steigerung des atherléslichen Phosphors im Verhiltnis 
zum Gesamtphosphor, woran auch wieder eine Abnahme des Phosphors 
im Extraktriickstand und auch eine Zunahme im Extrakt beteiligt 
sind. Nur ist alles weniger ausgesprochen als bei nicht hungernden 
Tieren. 


Ahnlich wie bei der Luftverdiinnung verlauft die Leberverfettung 
bei der Phosphorvergiftung, nimlich Zunahme des Atherextraktes 
und seiner Lipoide unter Abnahme des Phosphors im Leberriickstand 
Daher auch hier eine starke Vermehrung des Lipoidphosphors im Ver- 
haltnis zum Gesamtphosphor. 








wes 
von 
Pho 
des 

mer 
ver] 


des 
heo 
Wir 
auft 
des 
setz 
an 


riicl 
ihn 
und 
Ant 
unt 
Phe 
sta 
bei 
ver 








cht 
ang 
gen 
cht 
‘ht 

ing 
ing 
nn- 
ge- 
und 
ing 


in 








Chemie der Leberverfettung. 287 


Anders liegt es bei der Warmeverfettung. Bei ihr handelt es sich 
wesentlich um eine Kinwanderung von Neutralfett. Durch Zerfall 
von Lebersubstanz bei der Uberwirmung nimmt zwar auch hier der 
Phosphorgehalt des Atherriickstandes ab, infolgedessen der Anteil 
des atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor zu, aber die Phosphor- 
menge im Atherextrakt ist nicht gesteigert. Ahnlich der Warmewirkung 
verhalt sich die Vergiftung mit Chloroform. 

Bei den Kaninchen wurde zunichst untersucht, ob Blockierung 
des reticuloendothelialen Systems die sonst unter Luftverdiinnung 
beobachteten Verainderungen der Leber so verhindert, wie sie die 
Wirkungen der Luftverdiinnung auf das Blutbild aufhebt. Die sonst 
auftretende Verfettung der Leber war nicht nachzuweisen, die Menge 
des Atherextraktes war nicht gesteigert. Wohl aber war die Zusammen- 
setzung der Leber hinsichtlich ihres Phosphorgehaltes verandert, wie 
an anderer Stelle ausgefiihrt werden wird. 

Eine Steigerung des Phosphorgehaltes im Atherextrakt und Ather- 
rickstand zeigt sich bei den phosphorvergifteten Tieren. Aber bei 
ihnen ist zugleich die Menge des Atherextraktes auBerordentlich erhéht 
und damit auch der Phosphorgehalt der Gesamtleber. Auch ist der 
Anteil des atherléslichen Phosphors am Gesamtphosphor héher als 
unter allen anderen Bedingungen. Hier muB eine Einwanderung von 
Phosphatiden in die Leber stattgefunden haben, und zwar eine noch 
stirkere als von Neutralfetten. Die Befunde bei den Kaninchen sind 
bei der Phosphorvergiftung von den bei Meerschweinchen gefundenen 
verschieden. 

Die Hiihner zeigten bei Luftverdiinnung dieselben Erscheinungen 
wie die Meerschweinchen. 

Bei den Gansen wurde nur die Wirkung der Mast auf die Zusammen- 
setzung der Leber untersucht. Das sich dabei ansetzende Fett ist im 
wesentlichen Neutralfett, das bis 45,7°, der Trockensubstanz aus- 
machte. Dabei ist nicht nur der Phosphorgehalt des Atherextraktes sehr 
gering, sondern auch der des Atherriickstandes, und dieser war um so 
geringer, je hoher die Menge des Atherextraktes war. Infolge der auBer- 
ordentlich groBen Menge des Atherextraktes betrug trotz seines absolut 
nicht hohen Phosphorgehaltes die Menge des atherléslichen Phosphors 
doch 40.4% der gesamten. Der Gesamtstickstoff der Lebern war, 
auch auf stickstoffettfreie Trockensubstanz bezogen, um so niedriger, 
je gréBer die Menge des Atherextraktes war. Zur Berechnung des 
Protoplasmastickstoffs war die Beriicksichtigung des im Atherextrakt 
enthaltenen Stickstoffs notwendig, der auf Grund des Verhiltnisses 
von N: P nur zu einem kleinen Teil als Phosphatid-N oder Cerebrosid-N 
enthalten sein kénnte. Vielleicht handelt es sich um gelésten Harnstoff. 
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Die prozentische Reststickstoffmenge war in allen Fallen auffallend 
hoch, und in ihr tiberwog die Harnstofffraktion. 

Von vier untersuchten Kalbslebern waren zwei verfettet, eine teil 
weise verfettet. In letzterer trat die Verfettung nicht nur makro 
skopisch hervor, sondern ergab sich auch aus der Menge des Athet 
extraktes. Zwischen dem normalen und verfetteten Anteil dieser Lebe: 
war der Wassergehalt verschieden; in den verfetteten Teilen war e: 
geringer. Die Differenzen des Wassergehaltes in verfetteten Lebern 
fanden sich nur bei den Mastlebern der Ganse und Kalber. Aus dem 
niedrigen Phosphorgehalt des Atherextraktes lit sich schlieBen 


daB letzteres wesentlich aus Neutralfetten besteht. Der Reststickstoff 


ist sowohl absolut wie in seinem Anteil am Gesamtstickstoff bei den 
verfetteten Lebern herabgesetzt, seine Harnstofffraktion ist iberwiegend 
gesteigert, ebenso wie auch bei den Gansen und Meerschweinchen bei 
alimentarer Leberverfettung. Die verfetteten Teile sonst normale: 
Lebern zeigen alle Zeichen der vollkommen verfetteten Lebern. 
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1879. 13) Sotnischewsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 391, 1879. 
14) Rosenfeld, Ergebn. d. Physiol., 2. Jahrg., 1. Abt., 1903. 15) v. Zalku, 
Zeitschr. f. ges. exper. Med. 76, 120, 1931. 16) Krdahenbihl, im Druck. 
17) Loewy u. Mosonyi, Pfliigers Arch. 218, 285, 1927. 18) Loewy u. Cron- 
heim, diese Zeitschr. 234, 283, 1931. 








Aus 


Leb 
gera 
in d 
sich 
hyd 
wird 
stan 
die 


daB ( 
Fise! 
Phos 
an d 


Obs’ 
besc 
Abs 
triff 
vera 


] 


gezc 
Sub 
auf 














Uber den Phosphatidgehalt 


von Apfeln, Birnen, Pflaumen und Pfirsichen. 


Von 
Bruno Rewald und Albert Schwieger. 
Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Hansa Miihle. Hamburg.) 


(Eingegangen am 19, November 1932.) 


Mit der chemischen Zusammensetzung unserer hauptsachlichsten 
Lebensmittel beschaftigt man sich in letzter Zeit relativ wenig, trotzdem 
gerade hier noch viele Fragen vollkommen ungeklirt sind. Wohl liegt 
in dem Standardwerk von Konig eine Fille von Ergebnissen vor, die 
sich auf die wichtigsten bekannten Gruppen, EiweiB, Fett und Kohlen- 
hydrate, beziehen, aber tiber den Gehalt an Lipoiden und Phosphatiden 
wird man nur selten etwas finden, wenn es sich nicht um solche Sub- 
stanzen handelt, deren hoher Gehalt an diesen Stoffen schon frihzeitig 
die Aufmerksamkeit darauf gelenkt hatte. 

In einer Reihe von Untersuchungen haben wir schon nachgewiesen. 
da8B einige unserer gebrauchlichsten Lebensmittel wie Kartoffeln, Riiben'. 
Fische*, Kakaobohnen® stets nicht ganz unbetrachtliche Mengen von 
Phosphatiden haben. Uber den Gehalt einiger weit verbreiteter Obstarten 
an diesen Koérpern soll nachstehende Abhandlung unterrichten. 

Es ist eine weit verbreitete Meinung, daB in den Schalen unserer 
Obstarten -— die ja vielfach vor dem Verzehren entfernt werden 
besonders wertvolle Substanzen enthalten sind. Es war deshalb unsere 
Absicht, festzustellen, ob dies auch in bezug auf die Phosphatide zu- 
trifft. Wir haben deshalb das Fruchtfleisch und die Schalen gesondert 
verarbeitet. Bei den kernhaltigen Friichten -— Pflaumen und Pfirsichen 
~- haben wir auch die Kerne mit in den Bereich der Untersuchung 
gezogen. Hier war zu entscheiden, ob diese ja bekannt sehr fettreichen 
Substanzen auch einen dementsprechend hohen Gehalt an Phosphatiden 
aufwiesen. 


' Diese Zeitschr. 216, 11, 1929. 
2 Diese Zeitschr. 206, 275, 1928. 
% Zeitschr. f. Untersuchung d. Lebensmittel 61, 520, 1931. 
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Als Nebenergebnis unserer Untersuchungen kann gleichzeitig der 
, Kettgehalt*‘ der untersuchten Objekte angegeben werden. Denn durch 
den Gang der Analysenmethode bedingt, wurde dieser Atherextrakt 
frei von den wichtigsten anderen Begleitstoffen, insbesondere Salzen 
und Kohlenhydraten, gewonnen. Wenn auch in diesem Atherextrakt 
noch geringe Mengen anderer Substanzen enthalten sind — so insbe- 
sondere Farbstoffe und Sterine neben den Phosphatiden -—-, so ist 
deren Menge quantitativ so gering, daB man die Zahlen, die als Ather- 
extrakt angegeben sind, wohl ohne weiteres als ,,Rohfett‘‘gehalt an- 
sehen kann. 

Um ein anschauliches Bild iiber die Verteilung der P-haltigen 
Substanzen zu gewinnen, wurde in dem erschépften Riickstand, der 
im wesentlichen nur die Kohlenhydrate und Rohfaser nebst EiweiS- 
substanzen enthielt, auch eine P-Bestimmung gemacht. Hier handelt 
es sich also um den Phosphor, der nicht als Phosphatid-P vorliegt. 


Uber die angewandte Methode sei kurz folgendes mitgeteilt: 


Bei Birnen und Apfeln wurde die Schale durch méglichst diinnes 
Schélen von dem Fleisch befreit. Im tbrigen wurden bei diesen Obst- 
arten die Gehaéuse und Kerne — die prozentual sehr wenig ausmachen 
nicht mit dem Fleisch verarbeitet. Bei diesen beiden Untersuchungen 
kénnen also geringe Mengen Fleisch noch an den Schalen haften geblieben 
sein; eine restlose Trennung ist hier kaum durchfiihrbar. Bei Pflaumen 
und Pfirsichen ist die Lésung der Schale vom Fleisch ohne Schwierigkeit 
méglich. 

Im Gegensatz zu friiheren Untersuchungen, wo zuerst eine Vor- 
extraktion mit Aceton stattfand um méglichst viel Wasser und Fett 
zu entfernen war es bei diesen sehr wasserreichen, aber fettarmen Sub- 
straten geboten, den Gang der Untersuchung zu vereinfachen. Nachdem 
sich bei friiheren Untersuchungen erwiesen hatte, daB man mit einer wieder- 
holten warmen Extraktion mittels eines Gemisches von 80 Teilen Benzol 
und 20 Teilen Alkohol zu gleich giinstigen Resultaten kommt, wurde diese 
Methode angewandt. Es fiel dadurch die sonst immer notwendige getrennte 
Bestimmung der Phosphatide im Aceton- und Alkohol-Benzolextrakt 
fort; auf diese Weise brauchte nur der Alkohol-Benzolextrakt weiter ver- 
arbeitet zu werden. Allerdings war von vornherein zu erwarten, daB durch 
die Behandlung mit Alkohol-Benzol des stark wasserhaltigen Ausgangs- 
materials sehr viele Kohlenhydrate mit in diesen Extrakt gelangen wiirden. 
Wie aus den Zahlen ersichtlich, ist dies in der Tat der Fall. Es war daher 
nicht méglich, diese Extrakte nun direkt mit Ather zu behandeln, da die 
sirupése Beschaffenheit eine nicht quantitative Ausbeute von vornherein 
erwarten lieB. Um diesem Ubelstand zu begegnen, wurde der Gesamt- 
riickstand, der nach Entfernung des Alkohol-Benzolgemisches (nach vorher- 
gehender erschépfender wiederholter warmer Extraktion) zuriickblieb, in 
destilliertem warmen Wasser gelést. Dieser wiasserige Extrakt wurde dann 
bis zu zehnmal mit Ather ausgeschiittelt. Die gesammelten Atherextrakte 
wurden dann ihrerseits noch einmal mit Wasser behandelt, um eventuell 
mitgeléste Substanzen zu entfernen, dann wurde die atherische Lésung 
mit Na,SO, getrocknet und der Ather abdestilliert. Was jetzt im Ather 
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zelést blieb, konnte als Rohtfett bzw. als Rohphosphatid angesehen werden. 
In diesen so erhaltenen Extrakten wurde dann in iiblicher Weise die P-Be- 
stimmung vorgenommen und der erhaltene P-Wert auf die bekannte Eigelb- 
lecithinformel als Lecithin berechnet. Zu erwahnen ist, daB diese Umrechnung 
nicht ein ganz genaues Bild gibt, da diese Eigelblecithinformel nur an- 
niherungsweise fiir Pflanzenphosphatide zutrifft. In der Tat sind die Werte 
etwas héher, weil Pflanzenphosphatide gegeniiber tierischen Phosphatiden 
einen etwas geringeren P-Gehalt haben. 


Die nachstehende Tabelle unterrichtet iiber die gefundenen Re- 
sultate. 








Apfel Birnen 
Fleisch Schalen Fleisch Schalen 
0 0 0 0 
et SRS gas Sa 86,7 80,6 86,2 73,4 
Benzol-Alkoholextrakt . . . . . 8,97 10,56 10,72 11.20 
Atherextrakt (Gesamtfett) . . . 0,13 1,07 0,11 0.54 
P im Atherextrakt ...... 0,28 0,04 0,43 0.22 
Phosphatide im Atherextrakt. . 7,11 1,02 10,91 5,59 
Phosphatide im frischen Obst. 0,0092 0,0011 0,012 0,03 
Phosphatide in der Trocken- 
a ee 0,069 0,057 0.087 O11 
Phosphor im extrahierten Riick- 
stand (trocken). ...... 0,077 0,058 0,105 0,071 
Ptlaumen Ptirsich 
Fleisch Schalen Kern Fleisch Schalen’ Kern 
%o "lo %lo 6 5 Vo 
Sea ae 74,7 =| 30,0 85,8 75.4 43,38 
Benzol-Alkoholextrakt . . . . . 14,04 13,3 |42,08 (1335 10,91 | 28,89 
Atherextrakt (Gesamtfett) ot om 1,23 | 33,65 0,19 1,57 | 26,08 
P im Atherextrakt . . -... 0,18 0,21 0,048 | 0,63 0,10 0,03 
Phosphatide im Atherextrakt. . || 4,57 5,33 1,22 |15,99 254 0,79 


Phosphatide im frischen Obst. 0,017 0,066 0,41 0,03 0,04 0,21 
Phosphatide in der Trocken- 


substanz. .......... || 0,103) 0,26 | 0,59 || 0,21 0,16 0,41 
Phosphatide im  extrahierten 
Riickstand (trocken) . . . . || 0,13 0,076 1,03 0,17 0,103) 1,04 


Auffallig ist, daB die ,,Fettwerte’’ und dementsprechend auch die 
Phosphatidwerte, insbesondere der betreffenden Fleischarten, sehr 
niedrig sind, daB aber die ,,Fette‘‘ selbst dann wiederum sehr reich 
an Phosphatiden sind. Werte von fast 16°, beim Pfirsich und fast 
11 %, bei der Birne sind als besonders bemerkenswert anzusehen. Dem- 
nach hat das ,,Fett** der Obstarten eine ganz andere Zusammensetzung, 
wie wir es sonst gewohnt sind. Nur beim Eigelb und ahnlichen tierischen 
Organen finden wir im Gesamtfett ebenso hohe oder noch héhere 
Werte; im Pflanzenreich sind derartige Verhiltnisse nur selten an- 
zutreffen. Die héheren ,,Fettzahlen*’ bei den Schalen lassen sich leicht 
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durch den Wachsgehalt erkliren; bei der angewandten Methode is: 
ein erheblicher Teil des Wachses mit in den Atherextrakt gegangen 
Auffallend — und in einem gewissen Gegensatz zu der Erwartung 
ist die Tatsache, daB die Schalen —- auf die frische Substanz berechnet - 
wohl einen héheren Gehalt aufweisen als das betreffende Fruchtfleisch, 
daB aber die Werte auch hier an sich auBerordentlich gering sind 

Beachtlich ist auch, daB die Schalen gegeniiber den Fleischarte) 
in den Riickstinden stets einen geringeren Gehalt an P aufweisen 
Auch dies Ergebnis iiberrascht ein wenig, weil man wohl allgemein 
der Ansicht war, da8 die Schalen mehr Mineralstoffe enthalten als das 
Fleisch. Fiir den P trifft dies jedenfalls nicht zu. Auf eine merkwiirdig: 
Beobachtung sei noch hingewiesen. Die atherische Lésung, die auch 
bei lingerem Aufbewahren vollkommen klar geblieben war di 
alle Fette, Phosphatide usw. enthielt -—, léste sich nach dem Abdestil 
lieren des Athers nicht wieder vollkommen in diesem. Es hinterblieb 
ein weiBer Niederschlag, der sich abfiltern und auch gut abzentrifugieren 
lieB. MengenmaBig war er auBerst gering, z. B. beim Apfelfleisch 
0,0063 %,; ahnliche Werte wurden bei den anderen Obstarten erhalten 
Das Gesamtbild anderte sich dadurch nicht. Aber merkwiirdigerweise 
war dieser Riickstand stets P-haltig und zwar wies er einen relatiy 
sehr hohen Gehalt an P auf. Im Durchschnitt zwischen 0,7 bis 1,2°, 
Wiirde man dies auf Phosphatide umrechnen, so wiirde man zu recht 
hohen Werten kommen. Uber die Natur dieser Substanz laBt sich 
noch nichts sagen -— wir sind damit beschiftigt, an einem gréBeren 
Material solche Mengen zu isolieren, daB eine analytische Untersuchung 
liber die Natur dieser Substanz méglich wird. 


Zusammenfassend liBt sich sagen, daB in unseren Obstarten Phos 
phatide, wenn auch nur in kleinen Mengen, vorkommen, daB ein wesent 
licher Unterschied zwischen Schale und Fruchtfleisch nicht besteht 
Auf frische Substanz bezogen schwanken die Werte von 0.03% beim 
Pfirsich bis zu 0,009 °, beim Apfel im Fleisch, von 0,066 °%, bei der Pflaume 
bis zu 0,011 °% beim Apfel in der Schale. Wie zu erwarten, zeigen die 
Kerne die héchsten Werte bis zu 0,41 °% bei der Pflaume. Die ,,Roh- 
fettmenge“ ist am héchsten im Fruchtfleisch der Pflaume mit 0,37 °. 
am niedrigsten im Fleisch der Birne mit 0,11°%. Bei den Schalen steht 
an erster Stelle hier der Pfirsich mit 1,57°%, an letzter die Birne mit 
0,54 %. 
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Beitrige zur 
Kenntnis der Wirkung des Methylenblaus auf die Zellatmung. 


Von 


Walter Fleischmann und Susanne Kann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 19. November 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Die Wirkung des Methylenblau (Mb.) auf biologische Oxydationen 
ist seit der Arbeit von W. Palladin' iiber die stimulierende Wirkung 
dieses Farbstoffs auf die CO,-Produktion von pflanzlichen Samen und 
Stengelspitzen Gegenstand wissenschaftlichen Interesses?. 

Meyerhof* hat in sehr eingehenden Untersuchungen an Hefezellen 
und Bakterien festgestellt, da Methylenblau die Atmung aerober Zellen 
und Bakterien nur dann steigert, wenn das Atmungsferment geschiadigt 
ist, und zwar ist diese Steigerung um so gréBer, je weiter der normale 
Atmungsmechanismus gestért ist. Nach Ausschaltung eines gewissen Teiles 
des Atmungssystems kann in bestimmten Fallen das Methylenblau kraft 
seiner sauerstoffiibertragenden Eigenschaften diesen Teil der Atmungs- 
enzyme im Oxydationsmechanismus vertreten. Diese Sauerstoffiibertragung 
durch Methylenblau ist gegen H CN viel weniger empfindlich als die normale 
Zellatmung. Neuerdings haben Barron und Harrop‘ ganz ahnliche Befunde 
an tierischen Zellen erhoben. Die Atmung von Zellen und Geweben in 
vitro nach Warburg untersucht wird nur dann durch Methylenblau 
gesteigert, wenn sie, wie Rattenhirn, Rattensarkom oder kernlose Erythro- 
cyten, auch aerob glykolysieren, wenn also das Atmungssystem dieser 
Zellen nicht geniigend suffizient ist, um Stoffwechselprodukte, wie die 
Milchséure, vollkommen oxydativ zu zerstéren. CGewebe, die aerob nicht 
glykolysieren, wie Rattenniere oder Rattenleber, zeigten keine Steigerung 
1 W. Palladin, E. Hubbenet u. M. Korsakoff, diese Zeitschr. 35, 1, 1911. 

2 Vgl. z. B. U.-S. v. Euler, C. r. Soc. biol. 108, 796, 1931. 

3 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 149, 250, 1912; 169, 87, 1917; Die chemi- 
schen Vorgainge im Muskel, 8. 139 u. 189. Berlin 1930. 

4 E.S.G. Barron u. G. A. Harrop, J. of biol. Chem. 79, 65, 1928; 
E.S.G. Barron, ebenda 84, 89, 1929; J. of exper. med. 52, 447, 1930; vel. 
auch die ahnlichen Ergebnisse von J. L. Soffer, Bull. Hopkins Hosp. 49, 
320, 1932. 
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der Oxydation durch Methylenblau, ebensowenig kernhaltige Vogel 
erythrocyten (in Versuchen von Michaelis und Salomon'). Wird aber di: 
Atmung in tierischen Zellen, und zwar sowohl der aerob glykolysierenden 
wie der aerob nicht glykolysierenden, durch KCN ganz oder teilweis: 
gehemmt, so findet man eine sehr starke Wirkung des Methylenblau. Es 
tritt also, genau wie in den Versuchen Meyerhofs, das Methylenblau vikari- 
ierend fiir den durch Blauséure ausgeschalteten Teil des Atmungssystems ein 


2. Versuche an der Retina. 


Es erschien nun gegeben, die Untersuchungen Barrons auf andere 
Gewebe von bekanntem Stoffwechseltypus, z.B. die Retina, aus 
zudehnen. Da dieses Gewebe in vitro eine sehr starke aerobe Glykolys« 
aufweist und bekanntlich seine Atmung sehr leicht geschadigt wird * 
war zu erwarten, daB die Oxydationen in vitro durch Mb. stark 
gesteigert werden. Unsere Versuche bestatigten diese Vermutung 
(Tabelle 1). 

Methodik. Zur Untersuchung gelangte Netzhaut von Kalb, Pferd. 
Schwein und Katze. Die Verwendbarkeit der Augen groBer Haustiere zu 
Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Retinaatmung ist ja erst 
kiirzlich von Kisch® gezeigt worden; bei unseren Versuchen verfuhren wi 
ebenso wie dieser Autor, indem die Augen entweder sofort, wenn sie von 
Schlachthof kamen, verwendet wurden, oder uner6ffnet bis zu 24 Stunden 
im Kiihlschrank verblieben. Die Augen wurden durch einen Schnitt im 
Aquator des Bulbus eréffnet, worauf sich die Retina leicht herauslésen lie(). 

Messung des Sauerstoffverbrauchs nach Warburgs alterer Methode, 
wobei die Kohlenséure durch KOH absorbiert wird. Gleich abgewogen« 
Mengen Netzhaut wurden in 0,2°,igem CGlucoseringer suspendiert; det 
Methylenblauversuch enthielt 0,002°,, Methylenblau medic. rect. (@ribler) 


Versuchstemperatur 37°, Versuchsdauer 1 Stunde. 


Tabelle I. 


Atmungssteigerung durch Zusatz von 0,002°,, Methylenblau. 





Sauerstoffverbrauch Sauerstoffverbrauch Atmungs- 

Netzhaut vom ohne Methylenblau mit Methylenblau steigerung 
emm emm Oo 
eer ulead tetta) claw ep — 25 41 64 
a ere ae 17 — 23 35 
ee a ee — 39 56 43 
7a — 33 4d 33 
NE ea ene ws — 24 — 39 21 
a RR te erie —19 — 46 146 
a ee eee — 33 — 45 35 
eee. =~, 2° Ss — 15 — 30 100 


1 L.. Michaelis u. K. Salomon, J. of gen. physiol. 13, 683, 19309. 

2 O. Warburg, K. Posener, E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 333, 1924. 
Nur bei sehr sorgfaltiger Praparation ganz frischer Augen und Untersuchung 
im arteigenen Serum bleibt die Atmung erhalten. H. A. Krebs, dies 
Zeitschr. 189, 157, 1927. 

3 B. Kisch, ebenda 244, 259, 1932. 
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Die Versuche (Tabelle I) ergaben eine Atmungssteigerung von 21 bis 
146°,, also von einer GréBenordnung, die mit den Versuchen Barrons 
an anderen aerob stark glykolysierenden Geweben durchaus tibereinstimmt. 
So findet dieser Autor beim Carcinom der Ratte Atmungssteigerung durch 
Methylenblau von 24 bis 106°,,. Viel starker (rund 1200 bis 1300°.) war. 
ebenfalls in Ubereinstimmung mit den an anderen Geweben erhobenen 
Befunden, die Steigerung der Atmung nach Vergiftung mit m/300 KUN 
(Tabelle II). Unter diesen Bedingungen fand Barron beim Carcinom det 
Ratte eine Atmungssteigerung von 1440°”.. 


) 


Tabelle II. 


Atmungssteigerung durch Zusatz von 0,002°, Methylenblau nach Ver 
giftung mit m/300 KCN. 





Sauerstoffverbrauch Sauerstoffverbrauch Atmungs- 
Netzhaut vom ohne Methylenblau mit Methylenblau steigerung 
cmm emm 
eee. os See 2,0 ~ 26,0 1200 / 
se eee 2.4 — 32.2 1290 ‘ 


Die Wirkung des Methylenblaus auf die Atmung der Retina ent- 
spricht also qualitativ und quantitativ der Wirkung auf die Atmung 
der Gewebe von ahnlichem Stoffwechseltypus!. 


3. Modellversuche. 


Es sollte nun die nachste Aufgabe sein, zu untersuchen, ob sich 
das Verhalten der Zellatmung gegeniiber Mb. auch im Modellversuch 
nachahmen lasse. 

Das Warburgsche Kohlemodell erwies sich, vielleicht wegen der zu 
starken Absorbierbarkeit des Farbstoffs, als ungeeignet; dagegen fanden 
wir in der Oxydation von Liavulose in Phosphatlésungen bei Kérper- 
temperatur und anniéhernd neutraler Reaktion ein geeignetes Modell ®. 
Dieser von Warburg*® entdeckte, von Meyerhof* als Schwermetallkatalyse 
aufgeklarte Vorgang wird von Oppenheimer® als eine theoretisch auber 
ordentlich wichtige Reaktion bezeichnet, die mit zellvertrauten Stoffen 
eine Nachahmung der echten Zelloxydation erméglicht. Dab derartige 


1 Vel. hierzu die Klassifizierung tierischer Gewebe nach ihrem Stoff 
wechsel. O. Warburg, diese Zeitschr. 181, 484, 1927. 

2 Thunberg (Arch. néerl. de physiol. 7, 240, 1922) hat eine Reihe von Ver- 
suchen iiber Beschleunigung der Oxydation von Glucose in stark alkalischen 
Lésungen durch Methylenblau angestellt, doch ist die Oxydation von 
Glucose in stark alkalischem Milieu wohl in geringerem Mae als Modell 
fiir die biologische Zuckeroxydation anzusehen, als die Oxydation von 
Lavulose in annahernd neutralen Phosphatgemischen. Vgl. auch die 
ahnlichen Versuche von H. A. Spoehr, J. amer. chem. assoc. 46, 1494, 1924. 

3 O. Warburg u. M. Yabusoe, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 

4 O. Meyerhof u. K. Matsuoka, ebenda 150, 1, 1925. 

5 OC. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 8. 1246. Leipzig 1926. 
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Lavulose-Phosphatgemische unter anaeroben Bedingungen Methylenblau ent- 
farben, war a priori anzunehmen, da ja nach Meyerhof ,,jedes System aus 
definierten chemischen Verbindungen oder Zellpraparaten, welches sich 
bei annéhernd neutraler Reaktion spontan an der Luft oxydiert und den 
Sauerstoff fest bindet (nicht wie das Haimoglobin eine vom Partialdruck 
abhangige dissoziable Verbindung eingeht) imstande ist, unter anaeroben 
Bedingungen Methylenblau zu entfarben“. Fur das System Lavulose- 
Phosphat war die Entfaérbung von Methylenblau unter anaeroben Be- 
dingungen durch Untersuchungen von Blix! festgestellt worden. Da diese 
Entfarbung unter aeroben Bedingungen reversibel ist, d.h. das Leuko- 
methylenblau durch Aufnahme von Luftsauerstoff sich wieder in Methylen- 
blau riickverwandeln laBt, war hier die Méglichkeit einer Ubertragung von 
Luftsauerstoff durch Methylenblau auf das System Léavulose-Phosphat 
gegeben*. Dieser Vorgang ist wie jede ,,Methylenblauatmung’ nicht oder 
nur wenig cyanempfindlich. Daneben besteht aber auch die cyanempfind- 
liche, durch Schwermetallspuren bedingte Aufnahme von Luftsauerstoff 
durch das Lavulose-Phosphatgemisch. 


Es kann das System Livulose-Phosphat-Methylenblau auf zwei 
Wegen Sauerstoff aufnehmen: 1. mit Hilfe des Oxydoreduktions- 
vermégens des Mb., 2. mit Hilfe der Schwermetallkatalyse. Der zweite 
Weg ist im Gegensatz zum ersten cyanempfindlich. 


Methodik. Die Sauerstoffaufnahme wurde manometrisch nach Warburg 
(altere Methode) gemessen. Es wurden Phosphate nach Sérensen (Merck), 
sowie Livulose puriss. crist. (Merck), und zwar meist eine m/2 Phosphat- 
lésung mit einem Lavulosegehalt von 5°, verwendet. Ferner wurde Methylen- 
blau medic. rect. (G@riibler) verwendet, und zwar wurde stets von einer 
1°/,igen Stammlésung ausgegangen. Die genauen Ansitze sind den Ta- 
bellen III und IV zu entnehmen. 


Als wesentliches Ergebnis fanden wir: 1. Vergiftet man die Oxyda- 
tion der Lavulose in Phosphaten durch Luftsauerstoff (im folgenden 
Hauptoxydation genannt) mittels KCN und fiigt Methylenblau hinzu, 
so findet man eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber der 
vergifteten, jedoch ohne Methylenblau belassenen Kontrolle (Methylen- 
blauatmung). 2. Ist die Hauptoxydation intakt, so bewirkt Zusatz 


1G. Blix, Skand. Arch. f. Physiol. 50, 8, 1927. 

2 Es sei hier daran erinnert, daB Verworn, wie Winterstein (Pfliigers 
Arch. 198, 504, 1923) berichtet, in seinem physiologischen Praktikum die 
Muldersche Zuckerprobe, bei der Indigblau durch Erhitzen mit schwach 
alkalischer Traubenzuckerlésung zu Indigweif reduziert wird, das sich beim 
Abkiihlen und Schiitteln mit Luft wieder in Indigblau verwandelt, als ein 
lebloses Analogon zum Stoffwechsel der lebendigen Substanz zu demon- 
strieren pflegte, bei dem in ahnlicher Weise eine Ubertragung von Sauerstoff 
erfolgen wiirde. Diese Probe 148t sich nach Winterstein mit Methylenblau 
ebensogut oder noch besser anstellen als mit Indigblau. Nimmt man nun 
statt der alkalischen Traubenzuckerlésung eine neutrale Lésung von 
Lavulose in Phosphatpuffer, so 148t sich in ganz analoger Weise die Sauer- 
stoffiibertragung durch Methylenblau auf ein autoxydables System von 
neutraler Reaktion als Vorlesungsversuch demonstrieren. 
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von Mb. keine Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit, also keine 
Steigerung des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber der Kontrolle. Es 
verhalt sich das Modell also ganz analog der lebenden aeroben Zelle. Nur 
wenn dus eisenhaltige Atmungsferment (die Hawptoxydation) geschddigt 
ist, wird die Atmung durch Methylenblau gesteigert. Es hat also auch 
in den Modellversuchen das Methylenblau die Fiahigkeit, vikariierend 
fiir einen geschadigten Teil des Atmungsferments einzutreten, nicht 
aber die intakte Hauptoxydation zu steigern. 

Es seien aus den mehr als 100 Versuchsreihen, die -- unter Vari- 
ierung der Versuchstemperatur, der Wasserstoffionenkonzentration und 
der Laivulosekonzentration — gleichsinnige Resultate ergaben, zwei 
Versuchsreihen wiedergegeben: Eine Versuchsreihe bei py 7,7 
(Tabelle ITI) und bei py = 7,4 (Tabelle IV). 


Tabelle II]. 
m/2 Phosphatpuffer, 5°, Liavulose, po = 7,7. Versuchstemperatur 35°, 
Fliissigkeitsvolumen 5cem, Gasraum Luft, Sauerstoffverbrauch in 
60 Minuten. 





mol. KCN Ohne Methylenblau | Mit 0,004 /, Methylenblau re Ted 
0 
_ — 108,7 — 102.8 0 
10-2 — 30,2 — 82,4 17: 
5.10-? — 75 — 67,2 790 


Es geht aus den Zahlen der Tabelle III deutlich hervor, daB die 
ungeschadigte Hauptoxydation durch Mb. nicht beeinfluBt wird, daB 
bei Vergiftung mit 10-2 mol. KCN die Hauptoxydation auf 29°, ab- 
sinkt und durch Methylenblauzusatz eine Steigerung um 173%, er- 
fahrt, bei noch starkerer Vergiftung mit 5 . 10-? mol. KCN die Atmung 
auf 7% absinkt und durch Mb. um fast 800°, gesteigert werden kann. 
Nie aber erreicht der durch Mb. gesteigerte Sauerstoffverbrauch bei teil- 
weise vergifteter Hauptoxydation den Sauerstoffverbrauch bet ungeschadigter 
Hauptoxydation, ganz in Analogie zu den an lebenden Zellen gewonnenen 
Resultaten. Die Werte der Tabelle IV — bei py = 7,4 — geben ganz 


Tabelle IV. 


7 50 


m/2 Phosphatpuffer, 5°, Lavulose, po = 7,4, Versuchstemperatur 35°, 
Fliissigkeitsvolumen 5 cem, Gasraum Luft, Sauerstoffverbrauch in 
60 Minuten. 





mol. KCN Ohne Methylenblau Mit 0,004 9/9 Methylenblau Steigerung 
_ — 82,4 — 80,6 0 
10°? — 31,8 — 71,4 124 

5.10-? — 7,2 — 47,5 560 
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aihnliche Resultate. Wie sehr das Verhalten des Modells dem lebender 
Organismen ahnelt, erhellt aus der Gegeniiberstellung von Werten 
eines unserer Modellversuche (Abb. 1) und von Werten eines Versuchs 
von Meyerhof an Staphylococcen (Abb. 2) in graphischer Darstellung. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Modellversuch nach Tabelle III. Versuch an Staphylocoecen nach Meyer- 
Kurve III und If ———— mit Methylen- hof (Pfliigers Arch. 169, 106, 1917). 
blau. IV und I- ohne Methylen- Kurve III und Il ———— mit Methylen- 
blau. Kurve I und II mit 5. 10-2 mol. blau, IV und I ohne Methylen- 
KCN, Kurve III und 1V ohne KCN. blau. Kurre I und II mit 2. 10-3 mol. 


KCN. Kurve II und IV ohne KCN. 


4. Diskussion der Modellversuche. 

Es sei noch die Frage erértert, inwieweit die geschilderten Versuche 
als Modelle biologischer Vorginge aufgefaBt werden kénnen. Was 
die Oxydation von Lavulose in Phosphatlésungen bei Kérpertemperatur 
und annadhernd neutraler Reaktion betrifft, so ist ja vor allem durch 
die erwihnten Untersuchungen von Meyerhof und Matsuoka klar- 
gestellt, daB es sich um eine weitgehende Analogie zur Zuckerverbrennung 
im Organismus handelt. Meyerhof und Matsuoka sprechen von einer 
offenbar bestehenden besonderen Affinitat zwischen Fructose und 
Phosphorsiure, doch sei bemerkt, daB hier keineswegs eine der bio- 
logischen Phosphorylierung des Zuckers gleichzusetzende Reaktion 
stattfindet, wie Neuberg und Kobel! zeigten. Was das Methylenblau 
betrifft, so mag daran erinnert werden, daB auch in der Zelle neben 
dem Atmungsferment Hilfskatalysatoren angenommen werden, die ,,in 
derselben Art wie Methylenblau za ihrer Dehydrierung keiner speziellen 
Aktivierung des Sauerstoffs bediirfen, insbesondere keines Eisens. . . . 
Wenn also solche Stoffe chinoider Natur in der Zelle wirksam sind, 
so kénnen sie eben dadurch, daB sie sich spontan dehydrieren und 
dann wieder H, an sich ziehen, eine zweite Art Atmung neben der 
Eisenatmung bewirken*: (Oppenheimer?). Und so wie Oppenheimer 


1 ©. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 155, 499, 1925. 
2 C. Oppenheimer, a.a.O. 8. 1318. 
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die Wirkung des Methylenblaus in den Versuchen Meyerhofs iiber die 
Wirkung dieses Farbstoffes auf den Sauerstoffverbrauch von Hefe 
und Bakterien als Modell derartiger Hilfskatalysatoren, wie z. B. der 
Chromogene Palladins auffaBt, so diirfen wir vielleicht unsere Ver- 
suche an Livulose-Phosphatlésungen ebenfalls in diesem Sinne deuten: 
als Modell zweier Atmungssysteme nebeneinander, ciner cyanempfindlichen 
Schwermetallkatal yse und einer cyanunempfindlichen Sauersto}fiibertragung 
durch einen Koérper von Farbstoffcharakter, der durch seine Fdhigkeit, 
sich spontan dehydrieren zu kinnen, Sauerstoff iibertrdagt. 

Dab diese zwei Arten von Atmungssystemen nebeneinander in 
der Natur vorkommen kénnen, ist erst vor kurzer Zeit exakt nach- 
gewiesen worden. Friedheim! fand im Laboratorium von Michaelis, 
daB der Bacillus pyocyaneus ein dem tierischen Atmungsferment analoges 
hlausiureempfindliches Atmungssystem enthalt: dieses Atmungssystem 
ist aber insuffizient und der Bacillus pyocvaneus lebt auch in Luft 
fast wie ein Anaerobier. Sein Sauerstoffverbrauch ist sehr gering, der 
respiratorische Quotient nahe an Null. Unter gewissen Kulturbedingungen 
produziert der Bazillus aber das blaue Pigment Pyocyanin, das auf 
Grund seiner reversiblen Reduzierbarkeit als zusitzlicher Oxydations- 
katalvsator wirkt. In seiner Gegenwart steigt der Sauerstoffverbrauch 
his aufs 24 fache, der respiratorische Quotient nahert sich 1,0, die Atmung 
wird suffizient. Daf das Pyocyanin durch seine reversible Reduzierbarkeit 
als Oxydationskatalysator ganz ahnlich wirkt wie das Methylenblau, 
wird von Michaelis? betont. Warburg und Christian® berichten in einer 
eben erschienenen Mitteilung iiber ein in Hefe vorkommendes gelbrotes 
Oxydationsferment, dessen sauerstoffiibertragende Funktion ebenfalls 
auf einem Wechsel zwischen Leukoform und gefairbter Form beruht. 
Dieses Ferment besteht in der Hefezelle neben dem eisenhaltigen 
Atmungsferment Phaohimin; es ist blausiureunempfindlich und bei 
Inaktivierung des Phaohimins imstande, direkt Luftsauerstoff zu iiber- 
tragen. 

Zusammenfassung. 

1. Retina zeigt in vitro eine starke Steigerung der Gewebsatmung 
durch Methylenblau; sie verhalt sich also analog Geweben von ahnlichem 
Stoffwechseltypus (nach der Klassifizierung Warburgs) in den Versuchen 
von Barron. 

2. Vergiftet man die Oxydation der Lavulose durch Luftsauerstoff 
in annihernd neutraler Phosphatlésung teilweise mittels KCN und 
fiigt Methylenblau hinzu, so steigt der Sauerstoffverbrauch. 


1 E. A. H. Friedheim, J. of exp. med. 54, 207, 1931; Naturwiss. 20, 
171, 1932. 

2 L. Michaelis, 14. Int. Physiol.-Kongr. Rom, August 1932. 

3.0. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
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3. Die unvergiftete Oxydation der Livulose unter denselben Be- 
dingungen wird durch Methylenblau nicht gesteigert. 

4. Es verhalt sich also die Oxydation der Liavulose in neutrale: 
Phosphatlésung gegeniiber Methylenblau wie die lebende aerobe Zelle 
Nur beiinaktivierter Hauptoxydation (Eisenatmung) wirkt das Methylen 
blau beschleunigend auf den Sauerstoffverbrauch. Es kann also das 
Methylenblau auch in diesen Modellversuchen vikariierend fiir einen 
geschidigten Teil des Oxydationssystems eintreten ebeuso wie in 
lebenden Zellen oder Bakterien. 

5. Das System Lavulose-Phosphat-Methylenblau wird als Modell 
zweier Atmungssysteme nebeneinander diskutiert, 1. einer cyan- 
empfindlichen Eisenatmung und 2. einer cyanunempfindlichen Sauerstoff- 
ubertragung durch einen Farbstoff, der durch seine Fahigkeit, sich 
spontan dehydrieren zu kénnen, Luftsauerstoff iibertragt. 
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Uber die Abhangigkeit des Sauerstoffverbrauchs 
des Intercostalnerven des Rindes vom Sauerstoffdruck. 


Von 
Albert Prager. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 
(Eingegangen am 20. November 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 


Der Einflu8 des Sauerstoffdrucks auf den Sauerstoffverbrauch 
iiberlebender tierischer Gewebe ist Gegenstand zahlreicher Unter- 
suchungen gewesen. Hierbei hat sich im allgemeinen ergeben, dai 
oberhalb einer zur Versorgung ausreichenden Sauerstoffkonzentration, 
die von Warburg als Grenzkonzentration bezeichnet wurde, die Zelle, 
wie dies schon Pfliiger annahm, ihren Sauerstoffverbrauch selbst 
reguliert und von der Sauerstoffzufuhr unabhangig ist. Sinkt der 
Sauerstoffdruck unter das fiir eine ausreichende O,-Versorgung des 
Gewebsinneren erforderliche Ma8, so wird der Sauerstoffverbrauch 
naturgemiB von der Sauerstoffzufuhr bestimmt. 

Gerard (1) hat am Nervus ischiadicus des Frosches die Grenzkonzen- 
tration bestimmt. Fiir den Warmbliiternerven dagegen liegen noch keine 
eingehenderen Untersuchungen iiber die Abhangigkeit des Sauerstoff- 
verbrauchs vom Sauerstoffdruck vor. Wie Warburg (2) in seinen Unter- 
suchungen itiber den Stoffwechsel des tiberlebenden Carcinomgewebes 
gezeigt hat, ist die Grenzkonzentration abhangig von der Dicke des Gewebes, 
der GréBe des Sauerstoffbedarfs und von einer von Krogh (3) fiir verschiedene 
Gewebe naher bestimmten Diffusionskonstante. 


Aufgabe dieser Untersuchung war es, die Grenzkonzentration fur 
die Sauerstoffatmung des Rinderintercostalnerven bei Zimmertemperatur 
zu finden und diesen experimentell ermittelten Wert mit dem nach 
der Warburgschen Formel errechneten zu vergleichen und ferner das 
Verhalten des Sauerstoffverbrauchs bei Sauerstoffdrucken, die unterhalb 
der Grenzkonzentration gelegen sind, zu untersuchen. 
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Il. Methodik. 


Die zur Untersuchung gelangenden Intercostalnerven wurden dem 
auf dem Schlachthof frisch getéteten Tiere entnommen. Bei der Priparation 
wurde das sie umgebende Fettgewebe zunachst noch nicht mitentfernt. 
Der Transport der Nerven erfolgte in Blut. Im Institut wurde der Nery 
auf einer Glasplatte befestigt, von dem ihn umgebenden Fettgewebe und, 
soweit dies méglich war, auch vom Perineurium externum vorsichtig mit 
Pinzette und Schere befreit; dann wurde durch leichtes Tupfen mit einem 
mit Ringerlésung getrankten Wattebauschchen das anhaftende Blut ent- 
fernt. 

Zur Untersuchung des Sauerstoffverbrauchs des Nerven wurde de 
Wintersteinsche (4) Mikrorespirationsapparat benutzt. Atmungs- und 
KompensationsgefaB wurden beide mit 1,5 cem Warmbliiter-Ringerlésung 
ohne Bicarbonat beschickt. In den meisten Versuchen enthielt die Ringer- 
lésung noch Glykose in einer Konzentration von 0,2°,. 

Die zur Untersuchung angewandten Sauerstoffkonzentrationen wurden 
so hergestellt, daB Luft oder Sauerstoff mit Stickstoff (beide aus den 
im Handel befindlichen Stahlflaschen) im Glasgasometer gemischt wurde. 
Bei jeder Untersuchung wurde der Sauerstoffgehalt des betreffenden 
Gremisches im Haldaneschen Gasanalysenapparat bestimmt. 

Am Schlusse der meisten Versuche wurde vom Langs- und Querschnitt 
des Nerven zur Priifung seiner funktionellen Intaktheit der Demarkations- 
strom und Aktionsstrom abgeleitet. 

Die Gewichtsbestimmung des Nerven erfolgte mit der Torsionswaage, 
nachdem der Nerv vorher von dem an ihm haftenden Wasser durch kurzen 
Druck mittels Filtrierpapier befreit worden war. 

Endlich wurden noch mit dem Gefriermikrotom Querschnitte des 
Nerven hergestellt und unter dem Mikroskop der Querdurchmesser be- 
stimmt. 


Ill. Ergebnisse. 


In einer Reihe von Versuchen wurde zunachst bestimmt, ob ein 
Unterschied des Sauerstoffverbrauchs in reinem Sauerstoff und Luft 
besteht. Hierbei wurde der Sauerstoff aus der Stahlflasche bzw. die 
Luft mittels einer Druckluftpumpe, unter Zwischenschaltung einer 
Waschflasche zur Wasserdampfsattigung, gleichzeitig durch Atmungs- 
gefiB und Kompensationsgefa8 hindurchgeschickt, wihrend der Apparat 
im Wasser geschiittelt wurde. Der Sauerstoff bzw. die Luft wurde 
etwa 10 Minuten in einer Menge von ungefaihr 5 Litern durch den 
Apparat geleitet, darauf die GefiBe nach oben und unten zu ab- 
geschlossen; nach 20 bis 30 Minuten, die zur Herbeifiihrung des Druck- 
und Temperaturausgleichs nétig waren, wurde der Sauerstoffverbrauch, 
der bei dem Wintersteinschen Mikrorespirationsapparat direkt ab- 
gelesen werden kann, halbstiindlich festgestellt. 


Die Versuche ergaben, ganz gleich, ob man zuerst in Sauerstoff 
untersuchte und dann zu Luft iiberging (Tabelle Ia) oder die um- 
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Tabelle la. 


Gaswechsel des Nerven in Sauerstoff und Luft. 





Gaswechsel in cmm 


Durehmesser Gewicht fiir 1g und 1 Std. Temperatur Aktionsstrom * 
mm mg in Og in Luft ( 
2,1 470 34,5 34,5 20,1 n. u. 
2.0 510 30.5 28,2 19,9 n. u. 
1,4 430 32,3 32,3 17,1 } 
2,0 380 27,4 27,4 16,8 
1.6 455 29.0 80,5 18.1 
. 356 25,0 23,6 17,8 + 
3,4 375 22,7 21,3 16.1 - 
435 46,0 40,5 19,1 + 


Tabelle 1b. 


Gaswechsel des Nerven in Luft und Sauerstoff. 





Gaswechsel in emm 


urchmesser Gewicht fiir , ( ( Tempers 

Durchmesser ewich ; fiir 1 g und 1 Std. lemperatur ee em 
mm mg in Luft in Og ( 
2,1 425 32,0 31,1 21,1 n. u 
1,9 465 43,0 41.3 21,7 n. u 
_— 410 29,8 30,2 19.9 n. U. 
2,0 490 22,5 27.3 18,2 + 


a 


*n.u. nicht untersucht, + Aktionsstrom vorhanden. 


gekehrte Reihenfolge wahlte (Tabelle Ib), zwischen reinem Sauerstoff 
und Luft keinen die Fehlergrenze iibersteigenden Unterschied im Ver- 
brauch des Sauerstoffs (mit Ausnahme der beiden letzten Versuche 
in Tabelle la und Ib). Es muBte somit zur Bestimmung der Grenz- 
konzentration noch unter 20,9° heruntergegangen werden. Als Aus- 
gangskonzentration diente nur in einigen (in der Tabelle IT durch 
Klammern gekennzeichneten Werte) Sauerstoff, in den meisten einfach 
Luft, da nach den bisher erhaltenen Resultaten schon der Sauerstoff- 
gehalt der Luft zur vollstandigen Versorgung des Nerven ausreicht. Auch 
wurde die Luft nicht erst mit der Druckluftpumpe hindurchgeleitet, 
sondern gleich die am Anfang des Versuchs in den GefiBen vorhandene 
Luft verwandt. Nach Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs in Luft 
wurde aus dem Gasometer das Sauerstoff-Stickstoffgemisch von be- 
kannter Konzentration hindurchgeleitet und der Sauerstoffverbrauch 
des Nerven bei dieser Konzentration gemessen. 


Wie aus der Tabelle II hervorgeht, betrug das Gewicht der Nerven 
mit einer Ausnahme (685 mg) 295 bis 475 mg, die Dicke der Nerven 
mit zwei Ausnahmen (3,4 und 3,7 mm) 1,6 bis 2,3 mm, im Mittel 1,9 mm. 
Die Temperatur in diesen Versuchen schwankte zwischen 17,8 und 22,0°C. 
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Tabelle II. 


Gaswechsel des Nerven unter verschiedenem Sauerstoffdruck. 








Gaswechsel in cmm Abnahme Durch- 
Jurcb- . . O.- 1- ii 3 2 
menses COWEN gegration EE On king Aktlonge gem 
in Luft im Og-N»- 
mm mg 9/5 (Ov) Gemisch %J5 vC 
- 355 | 1,2 (42,8) 16,9 60,5 n. u. 20,3 
oa 405 1,9 (38,5) 19,3 50,0 n. u. 20,0 
1,8 360 2,9 29,2 18,6 36,3 + 19,9 
~- 405 2.9 32,6 17,2 47,3 ++ 19,5 
1,8 440 2.9 24.5 14,1 42.4 ++ 20,2 
(3,4) 410 2,9 81,5 18,2 42.3 — 19,1 
1,7 375 2,9 29,6 18,3 38,2 +++ 19,0 
—~ 430 3,3 (37,2) 20,0 46,2 n. u. 20,1 
2,3 360 5,5 36,4 18,3 49,7 sep 20,2 
1,9 310 7,0 38,1 22,6 40,7 spe 19,7 
(3,7) 685 7,0 30,3 14,6 51,5 ++ 22,0 
2,2 475 ft 26,1 16,0 38,7 oa 19,3 
2,0 470 7,9 24,7 17,0 30,0 ++ 21,0 
2,2 455 10,0 32,1 24.6 23,4 ++ 19.4 
2,1 385 10,2 46,5 35,2 24.8 -- 20,7 
~- 295 10,9 44,1 34,6 21,5 ++ 20,3 
2,2 825 13,0 41,2 35,4 14,8 - 19,0 
1,6 320 13,5 30,3 22,2 25, { 17,6 
1,8 390 14,0 43,8 35,9 18.0 ++ 20,1 
1,6 340 15,1 27,3 25,9 5,1 - 17,5 
— 370 16,1 (39,5) 39,5 0,0 n. u. 20,1 
1,8 410 16,2 37,1 36,1 2,7 +. 18,3 
— 405 16,5 (28,6) 29,1 1,7Z n. u. 20,5 
1,9 295 16,5 32,2 30,5 5,3 a 19,3 
-- 470 18,0 31,1 31,1 0,0 n. U. 29,1 
* + schwacher, ++ starker, +++ sehr starker Aktionsstrom, Fehlen des Aktions- 


stromes, n.u. nicht untersucht. Zunahme des O2-Verbrauchs. 


Der Gaswechsel des Nerven, bezogen auf 1 g frischer Substanz 
und 1] Stunde betrug zwischen 27 und 46,3cmm, im Durchschnitt 
33,2cmm (31 Versuche). Diese Schwankungen des Gaswechsels sind auch 
von Rosenbaum (5) mit einem gleichen Durchschnittswert von 33,0 cmm 
gefunden worden. Auch auf die Bedeutung des Vorhandenseins ode1 
Fehlens des Aktionsstromes fiir den Gaswechsel des Nerven ist Rosen- 
baum in seiner Arbeit eingegangen. Er schreibt: ,,Jedenfalls muB gesagt 
werden, daB weder die absolute GréBe des Gaswechsels, noch die wihrend 


der Zeit der Untersuchung eintretenden Anderungen derselben mit der 


Fahigkeit der Erregungsleitung in Zusammenhang gebracht werden 
k6nnen, .. .“* 

In unseren Versuchen wurde der Aktionsstrom, soweit abgeleitet 
wurde, nur viermal vermiBt. 


Die Grenzkonzentration, bei der die Differenz zwischen dem Sauer- 
stoffverbrauch in Luft und jenem bei vermindertem Sauerstoffdruck 
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in die Fehlergrenzen der Methodik zu fallen beginnt, lag bei einer 
Sauerstoffkonzentration von 15 bis 18%. 

Wie verhalt sich nun dieser experimentell gefundene Wert zu dem 
nach der Warburgschen Formel theoretisch berechneten’ Da die 
Intercostalnerven verhaltnismaBig flach waren und nicht die Form 
einer Zylinderfliche aufwiesen, so wurde nicht die von Gerard nach 
der Warburgschen Forme! fiir Zylinder umgewandelte Forme] angewandt, 
sondern die urspriinglich von Warburg (2) fiir Gewebsschnitte auf- 
gestellte : 

d== | Sly - 
A 


oder fiir 


: A d2 


C ——., 
7 B.S 


wobei cy der auBere Sauerstoffdruck der Grenzkonzentration in Atmo- 
spharen, A die Atmung in ccm Sauerstoff pro cem Gewebe und Minute, 
d die Gewebsdicke und D die von Krogh bestimmte Diffusionskonstante 
des Sauerstoffs in dem betreffenden Gewebe bedeutet. Nach den 
Messungen von Krogh (3) diffundieren bei 20° durch einen Gewebequer- 
schnitt von 1 qem pro Minute 1,4.10-°cem (0°, 760 mm), wenn das 
Gefaille 1 Atm. pro em betrigt. Diese Zahl ist von Krogh fiir den Muskel 
bestimmt, aber schon von Gerard auch fiir den Nerven zugrunde gelegt 
worden. Fiir die von uns gefundenen Werte ergibt sich aus dem mittleren 
Sauerstoffverbrauch von 33,2 cmm pro g und Stunde oder 0,55 pro g 
und Minute und dem mittleren Durchmesser von 1,9 mm: 

0,55.10-3.3,61.10-2 11,9855 __ 

8.1,4.10-° “112 

Also zeigt unser experimentell gefundener Wert von 15 bis 18°, 
innerhalb der Fehlergrenze eine gute Ubereinstimmung mit dem nach 
der Warburgschen Formel gefundenen theoretischen Wert von 17,7 °%. 
Auch Gerard (1) hat in seinen schon erwahnten Untersuchungen am 
Froschischiadicus eine gute Ubereinstimmung zwischen Experiment 
und theoretisch ermittelten Wert gefunden. Er fand in seinen Unter- 
suchungen eine Grenzkonzentration von etwa 1,3 °%, wahrend sich nach 
der Warburgschen Formel ein Wert von 1% ergab. 

Aus der Tabelle II la8t sich weiterhin entnehmen, da die prozen- 
tuale Abnahme des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber jenem in Luft mit 
fallender Sauerstoffkonzentration zunimmt, wie es auch gar nicht anders 
zu erwarten war. Es fragte sich nur noch, ob eine Gesetzmabigkeit 
zwischen Sauerstoffkonzentration und prozentualer Abnahme besteht, 
denn nur letztere kann wegen der groBen Schwankungen des Gas- 
wechsels in Betracht gezogen werden. Zu diesem Zweck wurden die 


Co 0,177 Atm. 17,7 Jo. 
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gefundenen Werte so in ein Koordinatensystem eingezeichnet, daB aut 
der Abszisse die zur Anwendung gelangten Sauerstoffkonzentratione: 
und auf der Ordinate die zugehérige prozentuale Abnahme des Sauer 
stoffverbrauchs verzeichnet wurde. Es ergibt sich, wie Abb. 1 zeigt 
angenihert eine Gerade. Oberhalb der Grenzkonzentration reguliert 
der Nerv seinen Sauerstoffverbrauch unabhangig vom Sauerstoffdruck 
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IV. Zusammenfassung. 

Mit dem Wéintersteinschen Mikrorespirationsapparat wurde bei 
Zimmertemperatur am Intercostalnerven des Rindes der Sauerstoff 
verbrauch unter verschiedenem Sauerstoffdruck gemessen. 

Bei einem durchschnittlichen Durchmesser des Intercostalnerven 
von 1,9 mm zeigte sich, daB die Grenzkonzentration bei einem Sauerstoff- 
gehalt von 15 bis 18% gelegen ist, ein Wert, der mit dem nach der 
Warburgschen Formel gefundenen Wert von 17,7 % gut iibereinstimmt 

Unterhalb dieser Grenzkonzentration ergibt sich ein Absinken des 
Sauerstoffverbrauchs, das der Erniedrigung des Sauerstoffdrucks an- 
niherungsweise proportional ist. 

Zum SchluB méchte ich Herrn Prof. Winterstein fiir die Stellung des 
Themas, seine Ratschlage, und das bei dieser Arbeit stets gezeigte Interesse 
meinen herzlichsten Dank aussprechen. Ebenso méchte ich Herrn Priv.-Doz 
Frhr. von Ledebur fiir die Einfiihrung in die angewandte Methodik danken 
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Uber den Zuckerumsatz des marklosen Siugetiernerven. 


Von 
Harry Rosenbaum. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 20. November 1932.) 


In einer friiheren Mitteilung! ist von mir festgestellt worden, dab 
Zusatz von Glucose mit einer Steigerung der oxydativen Vorginge des 
marklosen Nerven einhergeht. Demgegenitiber haben Sherif und Holmes* 
in einem Nachtrag zu einer von Sherif? stammenden Mitteilung keine 
Erhéhung der O,-Zehrung bei Glucose- und Galaktosezusatz gefunden. 
Vielmehr vermochten beide Zuckerarten nur den Abfall des Gaswechsels 
hintan zu halten. Da unsere Ergebnisse sich auf nur wenige Beob- 
achtungen stiitzten, wurden die Versuche in gr6Berem Umfange wieder- 
holt; jedoch bestatigten sie nur die von uns gemachten Feststellungen, 
wie die Versuchsbeispiele der folgenden Tabelle zeigen. 


Beispiele fiir die oxydationssteigernde Wirkung der Glucose auf den Milz 
nerven. Die Werte sind auf 0° und 760 mm Hg reduziert und geben die 
O,-Aufnahme fiir 1g und 1 Stunde. 





Vor Nach Glucosezusatz Steigerung 

Glu- gegeniiber dem 

cose- Anfangswert Bemerkung 
zusatz| 1 Std. 2 Std 3 Std. 4 Std. 5 Std. 0 
362.5 362,0 437,7 457,0 548,7 6543 80.5 Bei |), stiindig. Ablesung 
- . - aia : Sa kein weiteres Ansteigen 
474,1 458.2 523.4 771,0 8086 70,5 in den letzten 3), Std 
‘ “4K 0 2§ oO mae In der letzten 1), Std 
340.4 615.8 6589 713.9 110,90 keine Anderung. 


Wenn diese widersprechenden Ergebnisse nicht auf einem ver- 
schiedenen Verhalten markhaltiger und markloser Nerven beruhen, 
dann liegt der Grund vermutlich darin, daB Sherif und Holmes mit 


1 H. Rosenbaum, diese Zeitschr. 247, 189, 1932. 
2 M.A.F. Sherif u. E.G. Holmes, Biochem. J. 24, 400, 1930. 
3 M.A. F. Sherif, J. of Pharm. and exper. Therap. 38, 11, 1930. 
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Lésungswechsel arbeiteten, der, wie friher gezeigt, ein Absinken des 
Graswechsels durch Austreten eines Atmungsstoffes bewirkt. 

In der Tat ist aus den von Sherif und Holmes beigegebenen graphi- 
schen Darstellungen leicht zu entnehmen, daB die von ihnen verwandten 
Kontrollnerven einen deutlichen Abfall der O,-Zehrung in der dem 
Wechseln unmittelbar folgenden Versuchsperiode zeigen. DaB die mit 
Glucose behandelten Nerven keinen Abfall aufwiesen, deutet auf eine 
Kompensation der AtmungseinbuBe durch die eine Atmungssteigerung 
bewirkende Glucose hin. 

Nach der erneuten Feststellung der Beeinflussung des Gaswechsels 
des Rindermilznerven durch Glucosezusatz wurden die quantitativen 
Verhiltnisse des Umsatzes der Glucose einer Untersuchung unterworfen. 


Methodik. 


Die zu den folgenden Untersuchungen benutzten Nerven waren Milz- 
nerven des Rindes. Im iibrigen vollzog sich die ganze Versuchsvorbereitung 
so, wie es bereits friiher! geschildert wurde. Der Beginn der Versuche 
erfolgte 15 bis 44 Minuten nach Beendigung der Praparation, wahrend 
welcher Zeit die Nerven in von O, durchstrémtem Blut lagen. 5 bis 10 Minuten 
vor Beginn wurden die Nerven in zuckerfreier Ringerlésung gespiilt und 
liegengelassen. Um die Fehlerquelle zu verringern, wurden stets sehr grobe 
Nervenmengen verwendet. Die Untersuchungstemperatur war stets 37°. 
Die funktionelle Intaktheit der Nerven wurde mit dem Saitengalvanometer 
gepriift. Die Untersuchung selbst wurde in verschiedener Weise vorgenommen 
und erstreckte sich auf die Priifung des Zuckerumsatzes in der den Nerven 
umgebenden Versuchslésung. 

a) In Blutzuckerglisern, in denen sich ein genau abgemessenes Volumen 
Glucose-Ringerlésung befand, wurden die Nerven unter sténdiger O,-Zufuhr 
gehalten. Nach Beendigung je einer Versuchsperiode wurde !/,cem der 
Zuckerlésung abpipettiert. Ebenso wurde mit den unter gleichen Be- 
dingungen gehaltenen KontrollgefaifBien verfahren. Je 0,1cem der ab- 
pipettierten Proben wurde in mehreren Proben nach Hagedorn-Jensen 
untersucht. 

b) In Blutzuckerglésern wurden in gleicher Weise wie bei a) Unter- 
suchungen angestellt, nur mit dem Unterschied, da8 nach jeder Versuchs- 
periode die Zuckerlésung gewechselt wurde. KontrollgefaBe wurden nicht 
henutzt. Die méglicherweise eintretenden Veranderungen der stets gleich- 
bemessenen Zuckerlésung erfahren durch die gleichbleibende Temperatur 
und die gleiche Versuchsdauer einen gewissen Ausgleich. Auch hier wurden 
die Bestimmungen an 0,1 cem vorgenommen. 

c) Die mit der folgenden Methode untersuchten Nerven wurden nach 
der Préparation nicht in Blut, sondern in Zuckerringer aufbewahrt. 

Um den Fehler der Verainderung der Zuckerlésung wahrend der Gas- 
durchleitung auszuschalten, wurde die Untersuchungsweise auf Vorschlag 
von Herrn Prof. Winterstein in folgender Weise geaindert. In einer Atmungs- 
kammer,. durch die zu Beginn des Versuchs 2 Minuten lang O, durchgeleitet 
wurde, befanden sich 2 cem Glucoseringer, die nach Ablauf jeder Versuchs- 


1 H. Rosenbaum diese Zeitschr. 247, 189, 1932. 








periode 
kOrperv 
losung 
aufgefti 
LOsung., 
Di 
Die Gi 
in 12 \ 
Stunde 
sank in 
der Me 
bleiben 


Ne 
Zucker 
fir lg 
an Zue 
markhi 


Di 
des Ri 
Weiter! 
Diese is 
Stunde 
der Me 
etwa vi 
Versucl 

He 
zuteil ¢g 


Teil der 


mein D 


. £ 


Bioch 








les 


en 
nh. 








Zuckerumsatz des marklosen Séugetiernerven. 309 


periode quantitativ abgesaugt und dreimal mit je 2ccm zuckerfreier, 
kérperwarmer Ringerlésung nachgespiilt wurden. Die abgesaugte Versuchs- 
losung und die Waschfliissigkeit wurde in einem MeBk6lbchen auf 10 cem 
aufgefiillt und hiervon 0,5cem, entsprechend 6,1 cem der unverdiinnten 
Lésung, auf den Zuckergehalt untersucht. 

Die gleichmaBigsten Ergebnisse wurden mit Methodik b) erzielt. 
Die GréBe des Zuckerverbrauchs in der ersten Stunde bewegte sich 
in 12 Versuchen dieser Art zwischen 1,19 und 1,735 mg, in der zweiten 
Stunde zwischen 0,38 und 0,869 mg fiir 1 g. Der Verbrauch an Zucker 
sank in der folgenden Zeit so stark ab, daB er hart an der Fehlergrenze 
der Methodik lag. Aus diesem Grunde mu eine Auswertung unter- 
bleiben. Im Mittel betrug der Umsatz in der 

1. Stunde fiir 1 g 1,462 mg, 
2. Ws » lg 0,724 

Nach W interstein und Fraenkel-Conrat! betragt die durchschnittliche 
Zuckeraufnahme des markhaltigen Interkostalnerven vom Rind 0,37 mg 
fiir 1g und 1 Stunde. Danach ist der Bedarf des marklosen Nerven 
an Zucker ebenso wie der an Sauerstoff wesentlich gréBer als der des 
markhaltigen. 

Zusammenfassung. 

Die friiheren Beobachtungen iiber Steigerung des O,-Verbrauchs 
des Rindermilznerven durch Zusatz von Glucose wurden bestatigt. 
Weiterhin wurde die Zuckeraufnahme derselben Nervenart untersucht. 
Diese ist in der ersten Stunde am gréBten, sinkt im Verlauf der folgenden 
Stunden so stark ab, daB sie nach Ablauf der zweiten der Fehlergrenze 
der Methodik sehr nahe kommt. In der ersten Stunde ist sie im Mittel 
etwa viermal so groB wie die des markhaltigen Nerven unter den gleichen 
Versuchsbedingungen. 

Herrn Prof. Winterstein bin ich fiir die mir bei Anfertigung der Arbeit 
zuteil gewordene Unterstiitzung zu aufrichtigem Dank verpflichtet. Ein 


Teil der Zuckerbestimmungen wurde von Frl. Bulla ausgefiihrt, der hiermit 
mein Dank ausgesprochen sei. 


1 H. Winterstein u. H. Fraenkel-Conrat, diese Zeitschr. 247, 178, 1932. 
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Die Kohlensiureabgabe des Warmbliiternerven 
bei reflektorischer Erregung. 


Von 
Joachim von Ledebur. 


{Aus dem physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 20. November 1932.) 


Am Zentralnervensystem von Kaltbliitern§ (Riickenmark des 
Frosches) konnte beobachtet werden, da die physiologische, durch 
reflektorische Reizung hervorgerufene Erregung desselben keine meBbare 
Steigerung des Gaswechsels (wv. Ledebur'), wohl aber eine bedeutende 
Steigerung des Zuckerverbrauchs (Winterstein? und Winterstein und 
Fraenkel-Conrat®) aus der umgebenden Lésung bewirkt. Dieselben 
Befunde wurden am peripheren Kaltbliiternerven bei fortgeleiteten 
Erregungsvorgingen festgestellt (Winterstein?). Nachdem nun auch 
bei der physiologischen Erregung von Warmbliiternerven in Unter- 
suchungen von Winterstein und Fraenkel® eine bedeutende Steigerung 
des Zuckerverbrauchs und in gleichzeitig erscheinenden Versuchen 
von Halter* eine Steigerung der Ammoniakabgabe gefunden wurde, 
war es von Interesse, unter denselben Versuchsbedingungen wie diese 
Autoren den Gaswechsel zu bestimmen. Da es aus technischen Griinden 
nicht méglich war, die Sauerstoffaufnahme und die Kohlensiure- 
abgabe gleichzeitig zu messen, wurde nur die Kohlensiureabgabe unter- 
sucht. 

Methodik. 

Wie in den Versuchen von Wiéinterstein und Fraenkel* und Halter 
diente als Versuchsobjekt der peripher durchschnittene und méglichst 
weit zentralwarts freipraparierte N. ischiadicus und tibialis von Kaninchen, 
bei denen 7 bis 30 Stunden vor dem Versuch in Athernarkose das Riicken- 
mark in der Héhe des oberen Thorakalmarkes durchschnitten war. Die 
reflektorischen Erregungen wurden ebenso wie in den eben genannten 


1 J.v. Ledebur, Pfliigers Arch. 217, 235, 1927; 227, 343, 1931. 

* H. Winterstein, ebenda 224, 749, 1930. 

3 H. Winterstein u. H. Fraenkel-Conrat, diese Zeitschr. 247, 178, 1932. 
4 K. Halter, diese Zeitschr. 257, 313, 1933. 
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Versuchen mechanisch durch Beriihren oder Kneifen der Pfote derselben 
Seite oder Gegenseite und durch Kneifen der Knochen der Steiiigegend 
ausgelést. Als Index der Wirksamkeit der Reizung dienten die reflek- 
torischen Zuckungen der vom intakten N. peroneus versorgten Muskeln 
und der Oberschenkeladduktoren der operierten Seite. Die Zahl der aus- 
lésbaren Reflexe betrug etwa 10 bis 20 pro Minute, die Dauer einer Versuchs- 
periode 30 bis 45 Minuten. Die CO,-Abgabe wurde in derselben Weise wie 
bei den oben erwaéhnten Versuchen am _ Froschriickenmark! gemessen 
(Durchleiten eines reinen Sauerstoffstromes durch die Atmungskammer, 
Mitfiihrung der gebildeten CO,, Durchperlen durch eine Barytlauge, in der 
die absorbierte CO, mittels der Leitfahigkeitsmethode bestimmt wurde). 
Da die Fliissigkeit in der Atmungskammer eine Temperatur von etwa 25° 
hatte, die Barytlauge jedoch wegen der Abhangigkeit der Leitfahigkeit 
von der Temperatur in einem genau auf 18° gehaltenen Wasserbad sich 
befand, muBte dafiir gesorgt werden, dai weder eine Temperaturinderung 
der Lauge wahrend des Gasdurchtritts eintrat, noch auch Wasser von dem 
Gasstrom an die Barytlauge abgegeben wurde. Es wurde daher eine weitere 
diinnwandige Kiihlschlange vor die Barytlauge geschaltet, die sich ebenfalls 
in dem 18°-Wasserbad befand. Leerversuche, in denen die mit 1 cem Ringer- 
losung gefiillte Atmungskammer in ein Wasserbad von 30° gebracht wurde, 
ergaben trotzdem eine Abnahme der Leitfaihigkeit der Barytlauge, die, in 
Kohlenséure umgerechnet, etwa 2cmm Kohlenséure pro Stunde betrug. 
Dieser Leerwert wurde bei den Versuchsergebnissen abgezogen. 

Die freipraparierten und von Blut sorgfaltig gereinigten Nerven wurden 
durch ein mit Vaseline gut abgedichtetes Loch in die Atmungskammer 
gebracht, die sich méglichst weit zentral zwischen den Oberschenkelmuskeln 
befand. Besondere Sorgfalt muBte der Befestigung der Kaninchen besonders 
wahrend der reflektorischen Reizungen zugewandt werden, damit nicht 
ein Zug an den untersuchten Nerven und dadurch eine Undichtigkeit 
der Atmungskammer eintrat. Der Gaswechsel erfolgte in 1 eem Phosphat- 
Ringerlésung (0,9°, NaCl, 0,03°, KCl und CaCl, 2 cem Sérensensches 
Phosphatgemisch in 100 cem Ringer, py 7,1). Die Versuchstemperatur 
betrug etwa 25°. 

Ergebnisse. 

Die Versuche ergaben vollkommen iibereinstimmend, daB waihrend 
der '/,- bis 3/,-stiindigen reflektorischen Erregungsperiode keine meBbare 
Mehrabgabe von Kohlensaure stattfindet. Das in der ersten halben 
bis ganzen Stunde nach der Praparation beobachtete starkere Absinken 
des Gaswechsels ist wohl hervorgerufen durch die veranderten Be- 
dingungen wahrend des Versuchs gegeniiber den im Organismus herr- 
schenden Verhiltnissen (niedrigere Temperatur, Ringerlésung usw.). 
Nach dieser Zeit blieb die CO,-Abgabe annaihernd konstant oder sank 
nur sehr langsam weiter ab. Wahrend dieser Zeit wurde der EinfluB 
der reflektorischen Erregungsvorginge untersucht. Am SchluB des 
Versuchs wurde der N. ischiadicus zentralwirts durchschnitten und 
beobachtet, ob diese Abtrennung der Fasern von ihren Zentren eine 
Anderung des Gaswechsels hervorruft. Wahrend Halter nach dieser 


1 J. von Ledebur, Piliigers Arch. 227, 343, 1931. 
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Durchschneidung ein betrichtliches Absinken der NH,-Abgabe fand, 
wurde der Gaswechsel hierdurch nicht beeinfluBt. Die Tabelle I zeigt 
zwei Beispiele derartiger Versuche 


Tabelle I. 





emm CO 


Zeit Versuchsbedingungen emm C Og pro g und Std. 


Kaninchen Nr. 2. Nn. ischiadicus + tibialis: 109 mg. 


5b 15’—5hb 30’ Ruhe 8.5 312 

5 30—6 00 Ruhe 11,3 207 

6 00—6 30 Reflektorische Erregung 11,5 211 

6 30—7 00 Ruhe 10,0 183 
7h 15’ Nerven zentral durchschnitten 

7» 15’—7b 45’ Ruhe 9,7 178 


Kaninchen Nr. 5. Nn. ischiadicus + tibialis : 140 mg. 


4h 15’—4h 30’ Ruhe 7,2 205 
4 30-5 15 Ruhe 16,1 153 
5 15 9 45 Reflektorische Erregung 9,5 136 vorg 
5 45—6 15 Ruhe 9,3 132 Wi 
6» 15’ Nerven zentral durchschnitten 
6b 15’—6h 45’ Ruhe 8,9 127 peri] 
Kaninchen Nr. 3. Nn. ischiadicus + tibialis : 108 mg. tate 
4h 30’—4h 45’ Ruhe 4,7 174 die . 
4 45—5 00 Ruhe 3,9 144 blit 
5 00—5 30 Ruhe 6,8 126 die 
5 380—6 15 Refiektorische Erregung 8,7 107 — 
6 15—6 45 Ruhe 6,1 112 gun 
6h 45’ Nerven zentral durchschnitten 
6b 45’'—7» 15’ Ruhe 5,4 100 unte 
’ : ; ; des 
Ebenso wie beim Zentralnervensystem und bei den peripheren ual 
Nerven von Kaltbliitern verlaufen also auch bei den peripheren Warm- oni 
bliiternerven die Erregungsvorginge ohne eine meBbare Steigerung des Org: 
Gaswechsels. Dieselben Erregungsvorginge, die, wie wir oben erwahnt 
haben, eine betrichtliche Steigerung des Zuckerverbrauchs und der 
NH,-Abgabe bewirken, so da8 auch der Einwand nicht erhoben werden 
kann, daB die Zahl der Erregungsvorgiinge fiir eine meBbare Stoffwechsel- ‘sch 
" . . a SC 
steigerung zu gering sei. Es geht vielmehr auch aus diesen Versuchen ante 
hervor, daB die mit der Erregung verkniipften Stoffwechselvorginge Mog 
anscheinend nicht oxydativer Natur sind. Auf 
der 
Zusammenfassung. Dau 
Bei der physiologischen reflektorischen Erregung des Warmbliiter- 
nerven ist keine Mehrabgabe von Kohlensaure zu beobachten. Dar 
Phy 


pat] 











Die Ammoniakbildung im Warmbliiternerven. 


Von 
Klaus Halter. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 20. November 1932.) 


Die Beteiligung stickstoffhaltiger Substanzen an den Stoffwechsel- 
vorgingen des Nervensystems wurde zuerst durch Untersuchungen von 
Winterstein und Hirschberg erwiesen, und Tashiro gelang es zuerst, am 
peripheren Froschnerven eine Ammoniakabgabe festzustellen und quanti- 
tativ zu bestimmen!. Nachdem die bisherigen Untersuchungen iiber 
die Ammoniakbildung des peripheren Nerven ausschlieBlich an Kalt- 
bliitern angestellt wurden, ist im folgenden der Versuch gemacht, iiber 
die NH,-Abgabe des Warmbliiternerven unter verschiedenen Bedin- 


gungen AufschluB zu erhalten. 


Vor allem sollte der EinfluB der physiologischen Erregungsvorginge 
untersucht werden. Dies erschien von besonderer Wichtigkeit angesichts 
des Umstandes, daB, wie aus neueren Untersuchungen Wintersteins 


n , ‘ ‘ ah ; 
und v. Ledeburs? hervorgeht, die elektrischen Reizwirkungen nicht ohne 
weiteres Schliisse auf das Verhalten des Nervensystems bei den im 
' Organismus sich abspielenden normalen Erregungsvorgangen zulassen. 
r 
Methodik. 
n 
Zu der folgenden ersten Reihe von Versuchen wurden durchweg Nervi 
ischiadici von Kaninchen verwandt, die unmittelbar nach Tétung des Tieres 
” entnommen und von etwa noch anhaftendem Bindegewebe und Blut nach 
e Moéglichkeit und vorsichtig befreit wurden. Nach !/,- bis !/,stiindigem 


Aufenthalt des Nerven in von Sauerstoff durchperlter Ringerlésung wurde 
der Versuch angesetzt und meist tiber mehrere Perioden von bestimmter 


Dauer (1- bis 2stiindig) ausgedehnt. Der Nerv lag in einem 





1 Beziiglich der gesamten Literatur mu8 auf die zusammenfassenden 
Darstellungen von H. Winterstein in Bethes Handb. d. norm. u. 
Physiol. 9, 365, 515; 18, 246 verwiesen werden. 

2 Vgl. die Zusammenfassung bei H. Winterstein, Handb. d. 
path. Physiol. 18, 259, 1932. 
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mit Ringerlésung, das mit einem doppelt durehbohrten neuen Gummi 
stopfen verschlossen war. Das durch einen kontinuierlichen O,-Strom 
mitgefiihrte NH, wurde in einer 1°,, H,SO, enthaltenden Vorlageflasche 
aufgefangen und dann gemeinsam mit dem in der Lésung zuriickgebliebenen 
bestimmt. Die weitere Methodik schloB sich im Prinzip an die auch von 
Winterstein und Hirschberg’ angewandte Methode der kolorimetrischen 
Stickstoffbestimmung mittels direkter Nesslerisation an. Eine gewisse 
Vereinfachung wurde insofern getroffen, als die Versuchs-Ringerlésung 
zu der 1°,, HygSO, der Vorlage hinzugefiigt wurde. Daf dieser Weg ein- 
geschlagen werden konnte, ohne Gefahr zu laufen, daB die Ergebnisse 
der kolorimetrischen Bestimmung durch andere in die Versuchslésung 
ausgeschiedene Substanzen verfailscht wurden, bewiesen folgende Kontroll- 
versuche. 

Es wurde durch 10 Minuten langes Evakuieren mittels einer Wasser- 
strahlpumpe das Ammoniak aus der Versuchslésung, die durch Zusatz 
von 1 cem n/100 NaOH alkalisch gemacht wurde, bei 40° in eine Vorlage 
iiberdestilliert und dann kolorimetrisch bestimmt. Diese wiederholt vor- 
genommenen Versuche ergaben dieselben Werte wie die direkte Bestimmung 
des Ammoniaks in der Versuchslésung. Die Temperatur durfte dabei 
40° nicht wesentlich iibersteigen, da dann Adhere Werte als bei direkter 
Bestimmung gefunden wurden. Die Versuchslésung enthielt also offenbar 
Substanzen, aus denen bei héherer Temperatur NH, abgespalten wurde. 

Die Versuche, mit Hilfe von Nesslers Reagens NH,-haltige Lésungen 
mit einer Standardlésung von bekanntem NH,-Gehalt kolorimetrisch 
zu vergleichen, wurden vielfach durch das Auftreten von Triibungen in 
dem Gemisch beeintrachtigt. Diese Gefahr wird, wie H. J Fuchs* angegeben 
hat, durch den Zusatz einer Gummilésung zum Nessler-Reagens vermieden, 
die die entstehenden Prazipitate in kolloidaler Lésung halt. Die zu den 
folgenden Versuchen benutzte Gummilésung wurde auf Anraten von 
Dr. Fuchs aus einem Gummipraparat ,,Gum Ghatti‘’ der Firma ,,The 
British Drug Houses‘, London, hergestellt, indem 10 g Substanz in 500 cem 
destilliertem Wasser gelést und mehrere Male durch einen Woll- oder 
Mullfilter filtriert wurden. Die in einem 15-cem-MeBkélbchen aufbewahrte 
H,SO, der Vorlage, in die auch die Versuchslésung tiberfiihrt war, wurde 
mit 2cem dieser Gummilésung versetzt und nach Hinzufiigen von 1 cem 
Nessler-Reagens und | cem 10° ,iger NaOH bis zur Marke mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt. Die kolorimetrischen Bestimmungen wurden in dem 
Biirkerschen Kolorimeter der Firma Leitz bei Tageslicht ausgefiihrt. Die 
zum Vergleich dienende Standardlésung enthielt auBer einer bekannten 
Menge (NH,).SO, dieselben Reagenzien wie die zu untersuchende Fliissig- 
keit. Die verwandte Ringerlésung enthielt NaH CO,. 


Versuchsergebnisse. 
I. Versuche am isolierten Nerven. 
a) Ruhestoffwechsel. 
Es wurde zunachst die Ammoniakausscheidung isolierter Kaninchen- 
ischiadici in zwei, in einigen Fallen drei aufeinanderfolgenden Versuchs- 
perioden untersucht. Die bei einer Temperatur von 17 bis 20° fest- 


1 H. Winterstein u. E. Hirschberg, diese Zeitschr. 167, 401, 1926. 
2 H. J. Fuchs, Klin. Wochenschr. 9, 1990, 1930. 
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gestellte Ammoniakbildung (s. Tabelle I) betrug in der ersten, meist 
einstiindigen Versuchsperiode im Durchschnitt 5,4 y (1 y = "/jo99mg) 
fiir 1 g Nervensubstanz und 1] Stunde. Bei Kérpertemperatur (‘Tabelle I) 
wurde ein Mittelwert von 4,3 y gefunden. Der von Winterstein und 
Hirschberg’ am Kaltbliiternerven ermittelte entsprechende Wert  be- 
trug 6,0 y. Wenn man die groBen individuellen Schwankungen der 
in den beiden Tabellen angegebenen Werte und ihre fiir Zimmer- wie 
fiir Koérpertemperatur im groBen und ganzen gleiche GréBenordnung 
in Betracht zieht, wird man die Differenz zwischen den beiden oben 


Tabelle I. 


NH,-Ausscheidung des isolierten, ruhenden Nerven bei 17 bis 20° in zwei 
aufeinanderfolgenden Versuchsperioden. 





Ter . : ori 2 ” Te . val > 

1. Ve rsa hspe riode 2. Versuchsperiode Atinebein 
in °/9 des 

Anfangswertes 


Versuch || Gewicht |-—————_ mn 
Dauer NH;-Ausscheidung || Dauer NH,-Ausscheidung 


Nr. mg Min. in y pro g und Std. Min. in y pro g und Std. 
1 356 45 8.15 45 441 45.9 
2 252 60 5,37 120 3,30 38,6 
7b 259 60 4,30 60 3,28 23,7 
ISb 253 60 3,59 60 3,19 11,0 
Im Mittel: 5,35 3,54 29,8 


Tabelle 11. 


NH,-Ausscheidung des isolierten, ruhenden Nerven bei 37° in zwei oder 
drei aufeinanderfolgenden Versuchsperioden. 





1. Versuchsperiode | 2. Versuchsperiode 3. Versuchsperiode 
. ; a Af paves Abnahme 
Versuch | Gewicht NH,-Aus- NH;-Aus- | in °/9 des N H3-Aus- 
Dauer scheidung | Dauer | scheidung | Anfangs- | Dauer  scheidung 
iny prog iny prog wertes iny prog 
Nr. mg Min. und Std. Min. und Std. Min. und Std 
3a 255 120 5,60 150 4,70 15,9 
3b 253 120 4,57 150 3,56 22,2 
4a 382 || 120 2,17 120 1,91 12,3 
4b 344 120 2,12 120 1,68 21.0 
6a 226 90 5,70 90 5,57 (2,3) * 90 5,07 
6b 276 90 4,17 99 4,12 (1,0)* 90 4,07 
" 7b 239 |! 105 2,97 105 2,96 —* 105 2,97 
12b 159 80 4,12 105 3,38 17,9 
13a 312 90 4,49 90 4.03 10,3 
4b 312 «990 4,88 9 3,90 20,0 | 
15b 321 90 4,41 60 4,61 ° 
16b 251 60 6,39 60 5,71 10,6 | 
Im Mittel: | 4,30 | 10,9 


* Die Differenzen zwischen den Werten der 1. und 2. Periode liegen innerhalb der 
Fehlergrenze der kolorimetrischen Ablesung. 


1 H. Winterstein u. E. Hirschberg, diese Zeitschr. 156, 138, 1927. 
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genannten Mittelwerten als eine zufallige bezeichnen kénnen. Ein 
deutlicher EinfluB8 der Temperatur auf die GréBe der Ammoniak.- 
ausscheidung des markhaltigen Warmbliiternerven ware demnach nicht 
festzustellen. Am marklosen Rindermilznerven dagegen konnten 
Rosenbaum und Halter in gleichzeitig veréffentlichten Versuchen einen 
solchen Einflu8 beobachten. Die durchschnittliche N H,-Produktion 
des marklosen Nerven betrug bei Zimmertemperatur in der ersten 
Stunde 4,7 y pro g Nerv und Stunde, bei 37° war der entsprechende 
Wert 8,1 y. 

Die aus den obigen Tabellen ersichtlichen groBen Schwankungen 
der NH,-Bildung von Nerven verschiedener Tiere, die Winterstein und 
Hirschberg! auch am Kaltbliiternerven feststellen konnten, diirften woh! 
zum Teil in dem ungleichen Bindegewebsgehalt der Priparate ihre 
Erklarung finden, teils sind sie vielleicht auch auf eine Verschiedenheit 
im Reichtum an Markscheidenmasse zuriickzufiihren, die nach den 
oben erwaihnten Untersuchungen am marklosen Nerven zu erheblichen 
Abweichungen in der GréBe der NH,-Bildung AnlaB geben kann. 

Verfolgt man den zeitlichen Verlauf der Ammoniakausscheidung, 
so ergibt sich eine Abnahme derselben bei langerer Isolierung des Nerven, 
eine Feststellungs die auch am Kaltbliiternerven gemacht worden war 
Eine erhebliche Steigerung fand sich nur in einem Falle, wobei Griinde 
fiir diese Zunahme der NH,-Ausscheidung nicht gefunden werden 
konnten. Wahrend nach den Untersuchungen von Winterstein und 
Hirschberg! am Froschischiadicus die N H,-Abgabe bei langerer Versuchs- 
dauer so stark sinkt, daB sie bei Beobachtung in zwei aufeinander- 
folgenden vierstiindigen Versuchsperioden in der zweiten Periode oft 
nur einen verschwindenden Bruchteil des Anfangswertes darstellt, ist 
die Abnahme am Warmbliiternerven verhiltnismaBig gering, ja_ bei 
einigen Versuchen (Nr. 6a und b, 7b) im Verlauf einer vier- bis fiinf- 
stiindigen Untersuchung praktisch gleich Null. 

Am marklosen Rindermilznerven haben Rosenbaum und Halter sogai 


ein Ansteigen der NH,-Ausscheidung im Verlauf langerer Isolierung beob- 
achtet, dessen vermutliche Genese in ihrer Arbeit erértert werden wird. 


b) EinfluB elektrischer Reizung. 

Von den beiden Ischiadici eines Kaninchens wurde einer in Ruhe 
belassen, wihrend der andere unter sonst gleichen Bedingungen durch 
Induktionsschlige rhythmisch gereizt wurde. Dabei zeigte sich eine 
deutliche Vermehrung der NH,-Ausscheidung des gereizten Nerven. 
Im Mittel betrug die Zunahme 46°, des Wertes der vorhergehenden 
Ruheperiode. Beriicksichtigt man aber die am ruhenden Nerven des 


1 H. Winterstein u. E. Hirschberg, diese Zeitschr. 156, 138, 1927. 
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gleichen Tieres beobachtete Abnahme, so wird sich diese Prozentzah] 


noch erhéhen (Tabelle ITT). 


Tabelle III. 
NH,-Ausscheidung des ruhenden und des elektrisch gereizten Nerven 
desselben Tieres. 7’ 37°. (Die Zahlen in Klammern geben die Steigerung 
bei Reizung in Prozent des vorangehenden Ruhewertes an.) 





G i. Versuchsperiode 2. Versuchsperiode 3. Versuchsperiods 
Versuch +0" a ” 
Wieht Dauer easton _ || Dauer N H3-Ausscheidung Dauer N H3-Ausscheidung 
Nr. me Min. | prog und Std. Min. in y pro g und Std. Min in y pro g und Std 
12a 157. 80 Ruhe 3,37 = 105 Reizung 
5,53 (+ 63,9 %) 
b 159 80 » 12 || 105 Ruhe 3,38 
18a || 312 | 90 » 4,49 90 » 4,03 90 Reizung 
5,79 (+ 43,7 °.) 
b 3855 90 » 4,10 90 Reizung 90 Ruhe 3,91 


5,38 (+ 31,4 °.) 


c) Einflu8B der durch mechanische Reizung ausgelésten 
Erregung. 

Die in der Tabelle IV angegebenen Versuche wurden so durch- 
gefiihrt, daB ein Ende des Nerven aus dem VersuchsgefiB heraus- 
geleitet und durch leichtes Beklopfen mit einem Glasstibchen etwa 
20mal in der Minute gereizt wurde. Auf diese Weise wurde erreicht, 
daB die gereizte Stelle selbst auBerhalb der Versuchsanordnung blieb 
und nur der Einflu8 der fortgeleiteten Erregung auf die GréBe der 
NH,-Ausscheidung beobachtet werden konnte. Wahrend der eine 
Ischiadicus in der angegebenen Weise gereizt wurde, blieb der andere 
des gleichen Tieres in Ruhe. Die Versuche 15 und 16 wurden bei 37°, 
17 und 18 bei 18,5 bis 20° angestellt. Wie aus den in der Tabelle auf- 


Tabelle IV. 
NH,-Ausscheidung in zwei aufeinanderfolgenden einstiindigen Versuchs- 
perioden. Erregung des Nerven durch mechanische Reizung. (Die Zahlen 
in Klammern geben die Anderungen bei Reizung in Prozent des Anfangs- 
wertes an.) 





Versuch Gewicht N H,-Ausscheidung in y pro g und Std. 

Nr. mg 1. Versuchsperiode 2. Versachsperiode 

15a 281 Ruhe 3,30 Reizung 5,70 (+ 72,7 °,) 
b 321 » 4,40 Ruhe 4,61 

16a 220 » 6,56 Reizung 7,34 (+ 11,8 °,) 
b 251 > a Ruhe 5,71 

17a 246 » 4,43 Reizung 4,32 (— 2,6 %)* 
b 259 « ae Ruhe 3,28 

i8a 240 » 93,96 Reizung 4,49 (+ 13,5°,) 
b 253 » 98,59 Ruhe 3,19 


* Innerhalb der Fehlergrenzen. 
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gefiihrten Daten zu ersehen, war die Zunahme der NH,-Abgabe bei 
der durch mechanische Reizung ausgelésten Erregung, abgesehen von 
Versuch 15, geringer als bei direkter elektrischer Reizung. Jedoch war 
bei diesen Versuchen nicht zu iibersehen, inwieweit die Reize wirksam 
waren oder in welchem Ausma8 der Nerv an der gereizten Stelle bereits 
geschidigt war. AufschluBreicher iiber die GréBe der Ammoniakbildung 
im Erregungsumsatz des Warmbliiternerven sind daher die weiter unten 
angefiihrten Versuche, in denen der Nerv durch reflektorische Reizung 
in physiologischer Weise in Erregung gebracht wurde. 


d) EinfluB der Erstickung. 

Die bei Durchleitung von Stickstoff durch die Versuchslésung ein- 
tretende Erstickung des Nerven fiihrte, wie die Werte der Tabelle V 
zeigen, zu einem Absinken der Ammoniakausscheidung. Wurde die 
Erstickung wahrend nur einer Stunde durchgefiihrt (Nr. 29a), so trat 
bei nachheriger Sauerstoffzufuhr ein Wiederansteigen der N H,-Bildung 
ein; bei langer dauernder Erstickung (Nr. 3la, 30a) blieb eine an- 
schlieBende O,-Zufuhr wirkungslos. 


Tabelle V. 
EinfluB der Erstickung auf die NH,-Abgabe des isolierten Nerven. 7 18,5 
bis 23°. Einstiindige Versuchsperioden. 








Ver- | Ge- NH;-Ausscheidung in y pro g und Std. bei Zufuhr von: 
such wicht niet 
Nr. | mg Oo No No No O» 


29a) 120) 1. Std. 7,01 2. Std. 5,78 3. Std. 6,53 
81a)|188)/1. , 9,28; 2. , 440) 3. Std. 415 4. , 423 
800/202 )1. , 464/12 , 842) 8. , 887 | 4. Std. 325/15. . 887 


Untersuchungen tiber die Wirkung eines Zuckerzusatzes zur Ver- 
suchsringerlésung fiihrten zu keinem eindeutigen Ergebnis. Bei diesen 
Versuchen stellte sich heraus, daB bei Anwesenheit von Glucose eine 
direkte Nesslerisation der Versuchslésung nicht méglich war, da nach 
kurzer Zeit dichte, griingelbe bis orangefarbene Niederschlige auf- 
traten. Es wurde daher fiir diese Versuche das anfangs beschriebene 
Verfahren der Destillation im Vakuum verwandt. 


II. Versuche an Nerven, die mit dem Zentralnervensystem in Zusammenhang 
standen. 


Die folgenden Versuche wurden nach dem von Winterstein und Fraenkel- 
Conrat' angegebenen Verfahren angestellt. 

Einem Kaninchen wurde in Athernarkose das Riickenmark durch- 
schnitten. Um eine ausreichende Reflexerregbarkeit zu erhalten, erfolgte 


1 H. Winterstein u. H. Fraenkel-Conrat, diese Zeitschr. 247, 178, 1932. 
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erst am folgenden Tage die Préparation eines N. ischiadicus, und zwar in 
der Weise, da®B der N. tibialis peripher angeschlungen, durchtrennt und bis 
méglichst weit zentralwarts isoliert wurde, waihrend der N. peroneus mit 
der von ihm innervierten Muskulatur im Zusammenhang blieb. Der 
N. tibialis wurde durch eine seitlich angebrachte Offnung in ein GefaB 
mit Ringerlésung geleitet, die Offnung um den Nerven mit Vaselin ab- 
vedichtet und das VersuchsgefaB zwischen der Muskulatur des Oberschenkels 
hefestigt. Im iibrigen war die Versuchsanordnung die gleiche wie in den 
Versuchen am isolierten Nerven. Alle Versuche wurden bei Zimmertem- 
peratur angestellt. Das Gewicht des innerhalb der Versuchslésung be- 
findliichen Nervenstiickes war naturgemaé viel geringer als bei den Ver- 
suchen am isolierten Nerven, da der wesentlich dickere zentrale Nerventeil 
und ein Teil der Verzweigungen auBerhalb der Versuchsanordnung bleiben 
muBten. Die reflektorische Reizung wurde durch Kneifen der Pfoten mit 
der Hand oder einer Pinzette vorgenommen, wobei von der priparierten 
Pfote besonders Periostreflexe auszulésen waren. Die Reizung erfolgte 
etwa zehn- bis zw6lfmal in der Minute. Als Index der Wirksamkeit der 
angewandten Reizung dienten die Zuckungen der vom N. peroneus inner- 
vierten Muskeln. 


a) EinfluB der reflektorisch ausgelésten Erregung auf die NH,- 
Ausscheidung des Nerven. 


Wie die in Tabelle VI zusammengestellten Daten zeigen, war die 
NH.-Abgabe des Nerven, der mit dem Zentralnervensystem in Zu- 
3 £ } 
t 
Tabelle VI. 


NH,-Ausscheidung des mit dem Zentralnervensystem zusammenhingenden 
Nerven und ihre Beeinflussung durch physiologische Erregung und Isolierung 
des Nerven. JT 20°. In der zweiten Periode reflektorische Reizung, 
in der vierten Isolierung des Nerven durch Durchschneiden des zentralen 
Endes. Die Zahlen in Klammern geben in der zweiten Periode die Zunahme 
bei reflektorischem Reiz in Prozent des Anfangsruhewertes, in der vierten 
die Abnahme der N H,-Ausscheidung nach Isolierung des Nerven in Prozent 
des vorangehenden Wertes an. 





1. Versuchsperiode 2. Versuchsperiode 3. Versuchsperiode) 4. Versuchsperiode 


Ruhe Erregung Ruhe isolierter Nerv 
Ver- Ge- gbnesiinae ae 
such  wicht N Hg-Aus- N H-Aus- N Hy-Aus N H,-Aus- 
Dauer gscheidung Dauer scheidung Dauer| scheidung |Dauer’ scheidung 
iny prog in y prog iny prog iny prog 
Nr. mg Min. und Std. Min. und Std. Min. und Std. Min. und Std 


19 84 60 15,58 60 18,95 
(+ 21,6 °,,) 
20 81 90 14,55 90 19,98 90 14,49 
(+378 %) 
21 104-30 11,52 30 12,96 30 9,39 90 4,36 


(+ 12,5 %) (- 53,6 °,) 

22 124 75 15,14 75 - 75 12,77 75 8,98 
(-— 29,7 %) 

23 131 75 11,03 75 13,92 75 10,46 75 4,52 
(+ 26,1 %) (— 56,8 %) 


Im Mittel: | 13,56 (+ 24,4 %) (- 46,7 %) 
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sammenhang stand, wesentlich gréBer als die des isolierten Nerven 
Sie betrug in der ersten Versuchsperiode fiir 1g Nerv und 1 Stund 
13,6 y im Durchschnitt, war mithin zwei- bis dreimal so groB als de: 
Durchschnittswert in der ersten Versuchsperiode des isolierten Nerven 

Die in der zweiten Versuchsperiode durch mechanische reflektorische 
Reizung ausgeléste physiologische Erregung bewirkte eine Vermehrung 
der Ammoniakbildung, die zwischen 12 und 37°, des Anfangswertes - 
im Mittel 24°%, — ausmachte. In der daran anschlieBenden Ruhe- 
periode sank die Ammoniakabgabe meist unter die GréBe des an- 
finglichen Wertes. In mehreren Versuchen wurde nun der Nerv an 
der Stelle, wo er die Versuchslésung verlaBt, durchschnitten und in 
einer weiteren Periode die NH,-Produktion des nunmehr isolierten 
Nerven gemessen. Dabei ergab sich, daB der Nerv, solange er mit dem 
nervésen Zentralorgan in Verbindung stand, eine etwa doppelt so grobe 
NH,-Menge ausschied als nach Isolierung. Auf die Deutung dieser 
Erscheinung soll spater eingegangen werden. 


b) EinfluB der Narkose des Versuchstieres. 

in drei Versuchen wurde der EinfluB der Narkose auf die GréiBe 
der N H,-Bildung des Nerven in situ untersucht. Nach Verfolgung des 
Verlaufs der NH,-Abgabe in einer oder mehreren einstiindigen Ver- 
suchsperioden wurde das Kaninchen durch intraperitoneale Injektion 
von 50°%,igem Urethan narkotisiert und nach vollstandig eingetretener 
Narkose die Menge des in einer weiteren Stunde abgegebenen Ammoniaks 
festgestellt. Die Ammoniakausscheidung des Nerven war gegeniiber 
dem letzten am noch nicht narkotisierten Tiere gefundenen Wert um 
20 bis 40° verringert. Wurde nun der Nerv wieder, wie oben be- 
schrieben, isoliert, so sank die NH,-Abgabe in zwei Fillen weiter ab, 
in einem Versuch trat merkwiirdigerweise eine Steigerung auf, fiir die 
keine Erklirung gegeben werden kann (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 


Beeinflussung der NH,-Bildung durch Narkose. 7 = 20°. Einstiindige 
Versuchsperioden. 








Ver-|| Ge- N H,-Ausscheidung in y pro g und Std. bei: 
such | wicht mene eats 
Nr me Ruhe - ccenune ms Ruhe Narkose Isolierung 


25 128 1. Std.14,90 2. Std. 18,68 | 3. Std. 13,64 | 4. Std. 8,91 5. Std. 5,90 


(+ 25,4 °) (— 84,7 %) 

24 128 1. , 14,59 | 2. Std. 8,75 3. , 9,98 
(— 40,0 %) 

32b 186 1. , 10,43 2. Std. 831 3. , 4,27 


(— 20,8 % 
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c) EinfluB der Erstickung. 

Wie am isolierten Nerven wurde auch an dem mit dem Zentral- 
nervensystem in Verbindung stehenden die Beeinflussung der NH,- 
Bildung durch Erstickung des Nerven untersucht. Um gleichzeitig 
einen Uberblick iiber die Wirkung der Erstickung auf die Erregbarkeit 
des Nerven zu haben, wurde derselbe am Ende jeder Versuchsperiode 
durch Berithrung mit einem Glasstaébchen innerhalb der Ringerlésung 
vereizt. Die Zuckung der von erhaltenen Asten des N. ischiadicus 
innervierten Muskeln bewies, daB die Erregungsleitung im untersuchten 
Nervenstiick intakt war. Der positive Ausfall dieser Priifung wurde 
in den in der Tabelle VIII aufgefiihrten Versuchen mit +, der negative 
mit —- gekennzeichnet. Versuch 26 wurde bei einer Temperatur von 
28°, die iibrigen bei 23° angestellt (Tabelle VIII). 

Tabelle VIII. 


Beeinflussung der NH,-Bildung durch Erstickung. Einstiindige Versuchs- 
perioden. 





NH;-Ausscheidung in y pro g und Std. 





Ver-|| Gee |-— 
such wicht . on 3. Std. ' 5. Std. 
R - . Ruh ne Refiektorische = _, Reflektorische 6. Std 
Nr. mg nS IB Ng | HERO 2S Ss! Relsane in K, |” ~*| Rotaung in 0, 
26 113 | + 17,22 | — 11,61 — 11,39 — 12,52 
(- 82,6 °,) (+ 9,6 °) 
27 91 + — 12.61 — 12,03 + 14,57 + 16,61 
(+ 21,4 %)) (+13,8°%) 
Isolierung in 
Ne No 0 
28 108 | + 15,84 | — 13,20 — 12,11 7,59 
(— 16,6 %) 
29b 111 — 11,61 7,61 5,74 6,16 


Wie aus den Daten der Tabelle hervorgeht, sank die NH,-Aus- 
scheidung nach einstiindiger Erstickung in einem Falle um 17°, im 
anderen um 33 °% des vorher bei Sauerstoffzufuhr festgestellten Wertes. 
Schon nach der ersten Stunde der Erstickung war die Fahigkeit der 
Erregungsleitung des Nerven nicht mehr nachweisbar. Es war daher 
nicht iiberraschend, wenn die wahrend der Erstickung ausgefiihrte 
reflektorische Reizung die N H,-Bildung nicht beeinfluBte. In Versuch 26 
und 27 wurde dem Nerven in der vierten Stunde wieder Sauerstoff 
zugefiihrt, wobei die GréBe der Ammoniakausscheidung im ersten Falle 


um 10°, im zweiten um 21% anstieg. In diesem Versuch kehrte auch 
die Erregbarkeit des Nerven wieder zuriick und die in einer letzten 
Versuchsperiode vorgenommene reflektorische Reizung bewirkte auch 
eine deutliche Vermehrung des ausgeschiedenen Ammoniaks um weitere 
14%. Die Versuche 28 und 29b zeigen den EinfluB der Isolierung auf 
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die NH,-Bildung des vorher in situ erstickten Nerven, die nach de: 
Durchschneidung betrichtlich weiter absinkt. 


III. EinfluB der Durchblutung. 


Bei Betrachtung der Tatsache, daB der Nerv, solange er mit dem 
Zentralnervensystem in Zusammenhang war, eine um mindestens 100° 
groBere Ammoniakabgabe als nach seiner Isolierung zeigte, war es nah« 
liegend, hierbei dem EinfluB der Blutversorgung eine Bedeutung beizumessen 
Am isolierten Nerven fehlt sie natiirlich vollkkommen. Bedenkt man aber. 
daB der mit dem Zentralnervensystem zusammenhingende Nerv an seinem 
peripheren Ende abgebunden und da er ferner in fast seiner ganzen Aus 
dehnung aus den ihn umgebenden Geweben gelést war, so wird man dic 
Durchblutung auch bei ihm nicht als reichlich annehmen kénnen. Um 
einer Klarung der Frage, wie weit die Blutversorgung bei der NH,-Bildung 
des Nerven eine Rolle spielt, niher zu kommen, wurde folgender Versuch 
vorgenommen: Der Nerv wurde zentral durchschnitten, peripher aber mit 
dem Erfolgsorgan in Zusammenhang belassen, in einer zweiten Periode 
vollends isoliert. Da der Ischiadicus auch von der Peripherie eine aller- 
dings wohl nur geringe Blutversorgung erhalt, wurde auf diese Weise 
der EinfluB des Zentralnervensystems ausgeschaltet, ohne dabei die Durch- 
blutung v6éllig zu unterbinden. Gleichzeitig sollte bei dieser Versuchs- 
anordnung beobachtet werden, ob vom Erfolgsorgan etwa ahnliche Ein 
fliisse auf den NH,-Stoffwechsel ausgehen wie vom Zentralnervensystem. 
Die Versuche ergaben, da sich der zentral durchschnittene, peripher aber 
mit dem Erfolgsorgan zusammenhingende Nerv, beziiglich der N H,-Bildung 
dem vollkommen isolierten gleich verhalt (Tabelle LX). 


Tabelle IX. 


NH,-Ausscheidung von Nerven, die in der ersten Stunde nur zentral durch- 
trennt, in der zweiten vollends isoliert waren. T' = 18,5 bis 20°. 





Versuch | Gewicht N H;-Ausscheidung in y pro g und Std. 





Nr. mg 1. Std. 2. Std. 
30b 180 5,15 4,22 
31b 146 5,37 5,42 
32a 173 5,47 4,96 


In einem weiteren Versuch wurde bei einem Kaninchen, dem tags 
zuvor das Riickenmark durchschnitten worden war, nach Eréffnung der 
Bauchhoéhle um die rechte Arteria iliaca comm. eine Schlinge gelegt. Das 
Tier wurde dann mit der Bauchwunde hohl gelagert und beide N. ischiadici 
in der iiblichen Weise prapariert. Nachdem die NH,-Bildung beider Nerven 
1 Stunde unter gleichen Bedingungen untersucht worden war, wurde 
durch Anziehen der aus der Bauchwunde herausgeleiteten Schlingenenden 
die rechte A. iliaca comm. unterbunden und schlieBlich in einer letzten 
Versuchsperiode beide Nerven vom Zentralnervensystem  abgetrennt. 
Nach Unterbindung der A. iliaca comm. muBte auch die Zirkulation im 
Ramus comitans n. ischiadici sistieren. Ein deutlicher Unterschied in der 
NH,-Ausscheidung auf der unterbundenen und der durchbluteten Seite 
konnte jedoch nicht beobachtet werden (Tabelle X). Der Blutversorgung 
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scheint daher innerhalb der untersuchten Zeiten keine nennenswerte Be- 
deutung fiir die NH,-Abgabe zuzukommen. 

Tabelle X. 
EinfluB der Unterbindung der A. iliaca comm. auf die NH,-Ausscheidung 


des Ischiadicus. (Die Zahlen in Klammern bedeuten die Abnahme der 
NH,-Bildung in Prozent des vorangehenden Wertes.) 





Versuch Gewicht NH;-Ausscheidung in y pro g und Std. 
Nr. mg 1. Std. 2. Std. 3. Std. Isolierung 
33 a Rechter 9,05 (Unterbindung der = 5,15 (— 29,3.) 
Ischiadicus A. iliaca comm. dextr.) 
119 7,28 (— 19,6 °,) 
33 b Linker 10,57 8,18 (— 22,6 %) 6,10 (— 254°.) 
Ischiadicus 
118 


Erérterung der Versuchsergebnisse. 

Bei den vorstehend mitgeteilten Versuchen ist wohl das auffalligste 
Ergebnis der groBe Unterschied in der N H,-Abgabe des mit dem Zentral- 
nervensystem zusammenhangenden Nerven gegeniiber dem isolierten. 
Die Trennung des Nerven von seinen Zentren bewirkte ein Absinken 
der NH,-Bildung auf etwa die Halfte oder noch weniger der vorherigen 
GréBe. Als Erklirung dieser Tatsache kommt, da die Blutversorgung 
keine gréBere Rolle spielt, nur ein standiger EinfluB des Zentralnerven- 
systems auf den Chemismus der peripheren Nerven in Betracht. Es 
fragt sich nun, worauf dieser Einflu8 beruht? In erster Linie mu8 man 
wohl an die standig vom Zentralnervensystem ausgehenden ,,tonischen* 
Erregungen denken. In der Tat ruft, wie wir gesehen haben, Urethan- 
narkose, die diese Impulse beseitigen muB, ein betrichtliches Absinken 
der NH,-Bildung des mit seinen Zentren verbundenen Nerven hervor. 
In der gleichen Weise erklirt sich jedenfalls auch das Absinken der 
NH,-Bildung bei Erstickung des Nerven, durch die zwar nicht die 
zentralen Impulse selbst, wohl aber —- mit dem Verlust der Leitfaihigkeit 
— ihre Weiterleitung durch den Nerven aufgehoben wird. Das Ab- 
sinken der NH,-Bildung nach Ausschaltung der tonischen Erregungs- 
impulse stellt mithin einen Beweis dafiir dar, daB der Nerventonus mit 
chemischen Umsetzungen einhergeht. Aber mit dem Fortfall dieser 
,,tonischen** Erregungsimpulse ist das weitere starke Absinken der 
NH,-Bildung bei vélliger Isolierung des Nerven noch nicht zu erklaren. 
Denn dieses Absinken, das nach Durchschneidung des zentralen Endes 
eintritt, geht sowohl bei Narkose wie bei Erstickung noch weit tiber das 
vorher vorhandene Ma hinaus. Es mu sich also noch um einen be- 


sonderen und -— wie vor allem das Verhalten des durch Erstickung 
leitungsunfaihig gewordenen Nerven zeigt -- von dem Ablauf von Er- 


regungswellen unabhdngigen chemischen Einfluf handeln, den das Zentral- 
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nervensystem stindig auf den Nerven ausiibt, vielleicht denselben EinfluS, 
dessen schon lingst bekannter Ausdruck die Degeneration des von seinen 
Zentren abgetrennten Nerventeiles darstellt. 


Zusammenfassung. 

Wie das periphere Nervensystem des Kaltbliiters zeigt auch de1 
Warmbliiternerv eine Ammoniakausscheidung, die an isolierten, iiber- 
lebenden Kaninchenischiadici 4 bis 5 y pro g Nerv und Stunde be- 
trigt. Ein deutlicher EinfluB der Temperatur auf diese Ammoniak- 
bildung konnte nicht festgestellt werden. Bei Untersuchung in mehreren 
aufeinanderfolgenden Versuchsperioden wurde die Ammoniakabgabe 
allmahlich geringer. Elektrische Reizung des Nerven steigerte sie be- 
trichtlich. Ebenso wurde bei durch mechanische Reizung ausgeléster 
Erregung ein Ansteigen der Ammoniakproduktion beobachtet. Bei 
Erstickung des Nerven sank sie ab. Nachtriagliche Sauerstoffzufuhr 
fiihrte zu einer Erholung, wenn die Erstickung nicht langer als eine Stunde 
gedauert hatte. 

Am Kaninchenischiadicus, der mit dem Zentralnervensystem in 
Zusammenhang gelassen war, wurde in der ersten 4/,- bis 11/,-stiindigen 
Versuchsperiode eine Ammoniakabgabe von durchschnittlich 13,56 y 
pro g und Stunde ermittelt, mithin ein zwei- bis dreimal so grober Wert 
wie beim vollig isolierten Nerven. 

Die durch mechanische Reizung reflektorisch ausgeléste physio- 
logische Erregung des Nerven vermehrte die Ammoniakbildung um 
durchschnittlich 24°, des Ruhewertes. Urethannarkose des Versuchs- 
tieres und Erstickung des Nerven setzten sie betraichtlich herab, eine 
Erscheinung, die auf den Fortfall der vom Zentralnervensystem aus- 
gehenden tonischen Erregungsimpulse zuriickgefiihrt wird. Bei den 
durch Erstickung leitungsunfihig gewordenen Nerven bleibt auch die 
durch reflektorische Reizung sonst bewirkte Steigerung der N H,- Bildung 
aus und kehrt nach Erholung bei O,-Zufuhr wieder. 

Die Durchtrennung des Nerven am zentralen Ende bewirkt auch 
bei Narkose der Zentren und am erstickten Nerven ein weiteres starkes 
Absinken der NH,-Bildung. Das Aufhéren der Blutversorgung ist 
hierfiir ohne nennenswerte Bedeutung. Da das Absinken auch nach 
Fortfall der tonischen Erregung eintritt, erweist es einen besonderen, 
von den Erregungsvorgingen unabhangigen chemischen EinfluB, den 
die Nervenzentren standig auf den peripheren Nerven ausiiben. 

Zum Schlu8 méchte ich nicht versiumen, Herrn Professor Winterstein 
fiir das Interesse, das er meiner Arbeit stets entgegengebracht hat, fiir seinen 
mannigfachen Rat und seine Hilfe aufrichtig zu danken. Herrn Professor 


Wacholder und Herrn Privatdozent Dr. Frhr. v. Ledebur bin ich fiir ihre 
stete Hilfsbereitschaft ebenfalls zu Dank verpflichtet. 
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Uber CO,- und NH,-Abgabe des marklosen Siugetiernerven. 


Von 
Harry Rosenbaum und Klaus Halter. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 20. November 1932.) 


Auf Grund friiherer Untersuchungen tiber den Stoffwechsel sym- 
pathischer Nerven! hatte sich fiir den Rindermilznerven unter Zu- 
grundelegung der durchschnittlichen CO,-Ausscheidung und O,-Auf- 
nahme bei Kérpertemperatur der befremdliche Wert von 0,335 als 
Respirationsquotient ergeben; bei Zimmertemperatur war dieser 
0,78. Wahrend sich hier O,- und CO,-Werte gut entsprachen, blieben 
bei 37° die Mittelwerte fiir die CO,-Ausscheidung (160 cmm fiir 1 g 
und 1 Stunde) hinter denen der O,-Aufnahme (547 cmm fiir 1 g und 
1 Stunde) so erheblich zuriick, daB der oben erwihnte Respirations- 
quotient resultierte. Eine Erklirung hierfiir konnte nicht gegeben 
werden. Ein Fehler der Untersuchungsapparatur war nach den voran- 
gegangenen Eichungen nicht feststellbar. 

Daher wurden die folgenden Untersuchungen in der Hoffnung 
angestellt, den Grund fiir das betrachtliche CO,-Defizit ausfindig zu 
machen. Dafiir waren folgende Uberlegungen maBgebend. Die Annahme 
von Q,-Depots im marklosen Nerven kann auf dieses Problem keine 
Anwendung finden. Eine kurze Betrachtung mége dies veranschau- 
lichen. Nimmt man auch bei 37° einen Respirationsquotienten von 0,8 
an, so wiirden zu einer Ausscheidung von 160 emm CQO, 200 cmm QO, auf- 
genommen worden sein, d. h. bei einer Gesamtaufnahme von 547 cmm O, 
miuBten etwa 350 cemm in ] Stunde deponiert worden sein. Die ersten 
5 Stunden nimmt der Nerv einen ungefaihr gleich bleibenden Betrag 
an O, auf. Schon diese GleichmaBigkeit spricht gegen eine Speicherung, 
deren GréBe und Geschwindigkeit wohl von der bereits vorhandenen 
Depotfiillung abhangen wiirde. Ebenso auch der absolute Wert, denn 
in dieser Zeit wiirde sich der Nerv ein Depot von 1750 cmm OQ, angelegt 
haben. Die Lebensdauer eines solchen Nerven ist mit 10 Stunden niedrig 
veranschlagt. Wenn auch der Gaswechsel absinkt, so bleibt doch stets 


1 H. Rosenbaum, diese Zeitschr, 247, 189, 1932. 
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die tiber den Respirationsquotienten von 0,8 hinausgehende Meng: 
Sauerstoffs zur Deponierung tibrig, so daB nach Ablauf von 10 Stunde; 
der Nerv tiber ein Depot von mehreren Kubikzentimetern O, verfiige: 
wirde. Auch ist nicht einzusehen, warum eine solche Speicherung 
gerade nur bei dem erhéhten O,-Verbrauch der Kérpertemperatu: 
erfolgen kénnte. 

Die Lésung des Problems kénnte nun auf Seite der C O,-Ausscheidung 
liegen. Die fehlende Kohlensiure kann der Bestimmung entzogen sein: 

1. Durch Fehler der Apparatur. 

2. Durch Bindung an einen vom Nerven ausgeschiedenen basische) 
Stoff. 

Das erstere wurde -— wie bereits oben erwahnt -— auf Grund der 
CO,-Eichungsversuche abgelehnt. Fiir das zweite waren auf Grund 
unver6ffentlichter Reizungsversuche an der gleichen Nervenart vage 
Andeutungen vorhanden. 

Durch die grundlegenden Untersuchungen von Tashiro! und von 
Winterstein und Hirschberg*, sowie durch neuere von Gerard und Meyer- 
hof* und Prawdicz-Neminski* am Froschischiadicus und vor allem 
von Halter® am Ischiadicus vom Kaninchen wissen wir, daB® eine solche 
basische Substanz im Ammoniak stets vorhanden ist. Am marklosen 
Nerven von Wirbeltieren sind Untersuchungen iiber die Ausscheidung 
von NH, noch nicht angestellt worden. 

Es war also zu untersuchen, ob NH, tiberhaupt abgegeben wiirde, 
ob Beziehungen zwischen CO,- und NH,-Ausscheidung bestiinden, und 
ob tatsichlich eine Retention von Kohlensiure vorkime. 


Methodik. 


Es wurde die bereits friiher® benutzte, von v. Ledebur? stammende 
Apparatur zur CO,-Titration benutzt. Zwischen Atmungskammer und 
TitrationsgefiB wurde eine zur Aufnahme von H,SO, bestimmte Vorlage 
geschaltet. Das in die Atmungskammer gebrachte Volumen bicarbonat- 
freier Ringerlésung (1 cem) wurde ebenso wie die in der Vorlage zur N H,- 
Absorption befindlichen 5cem 1° ,iger H,SO, nach Beendigung jeder 
Versuchsperiode abgesaugt. Um einen Verlust zu vermeiden, wurde mehr- 
fach mit Ringerlésung nachgespiilt. Versuchslésung, Vorlage- und Wasch- 
fliissigkeit wurden zusammengetan und mittels direkter Nesslerisation 
in einem Kolorimeter von Leitz auf ihren NH,-Gehalt untersucht (vgl. 
Halter, a. a. O.). Die Behandlung der Nerven und die Versuchsvorbereitung 
erfolgte in der gleichen Weise wie friiher. 


1 S. Tashiro, zitiert nach Ber. f. d. ges. Physiol. 14, 479, 1922. 

2 H. Winterstein u. E. Hirschberg, diese Zeitschr. 156, 138, 1925. 
R. W. Gerard u. O. Meyerhof, ebenda 191, 125, 1927. 

W. W. Prawdicz-Neminski, Zeitschr. f. Biol. 92, 465, 1932. 

K. Halter, diese Zeitschr. 257, 313, 1933. 

H. Rosenbaum, diese Zeitschr. 247, 189, 1932. 

J.v. Ledebur, Pfliigers Arch. 217, 235, 1927. 
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Zunachst seien die Versuche, die einen Aufschlu8 iiber die GréBe 
der NH,- und CO,-Ausscheidung geben sollen, tabellarisch aufgefiihrt 
(Tabelle I}. Die Werte fiir die Kohlensaure sind stets auf 0° und 760 mm 
Hg reduziert in Kubikmillimeter, die fiir NH, in y ("/jo9)mg) fiir 1 g 
Nerv und 1 Stunde angegeben. 

Bei fliichtiger Betrachtung der Tabelle I kénnte es den An- 
schein erregen, als ob tatsichlich ein Zusammenhang zwischen CO,- 
und N H,-Ausscheidung vorhanden wire ; denn es entspricht mit wenigen 
Ausnahmen einer Abnahme der CO,-Produktion eine ansteigende 
NH,-Ausscheidung. Dieses Ansteigen ist jedoch so unvergleichlich 
geringer als das Absinken der Kohlensiure (1 cmm CQ, ist etwa 1,9 y 
NH®-Aquivalent), daB es nicht dafiir verantwortlich gemacht werden 
kann. Tatsachlich beruht, im Einklang mit der Verminderung der 
O,-Zehrung bei Wechsel der anorganischen Versuchslésung, das Ab- 
sinken der CO,-Abgabe wohl darauf, daB nach jeder der 1 Stunde 
wihrenden Versuchsperioden die Ringerlésung gewechselt wurde. 
Nur ist auffallig, daB die GaswechseleinbuBe zwischen erster und zweiter 
Versuchsperiode beziiglich der Kohlensiure durchschnittlich etwa 
10% betragt (in den meisten Versuchen sogar weniger), wihrend sie 
hinsichtlich der O,-Aufnahme etwa 40°, ausmacht. Auf diese Er- 
scheinung werden wir spater noch zuriickkommen. Tatsachlich besteht 
also keine unmittelbare Beziehung zwischen CO,- und NH,-Aus- 
scheidung. Uber die Deutung des Ammoniakanstiegs soll spiter noch 
gesprochen werden. 

Es war nun noch zu untersuchen, ob tiberhaupt durch Bindung 
von CO, an NH, der titrimetrischen Bestimmung CO, entzogen wird. 
Dazu wurde folgender Weg gewaihlt. Die Ringerlésung von py = 7 
wurde mit HCl angesiéuert, so daB sich kolorimetrisch ein py von 5,9 
ergab. Da mit der Méglichkeit gerechnet werden muBte, daB der Nerv 
auf Einbringung in eine so stark saure, ungepufferte Lésung mit einer 
Alkaliabgabe antworte, wurde ein einstiindiger Vorversuch angestellt, 
der aber keine Veranderung des py brachte, woraus geschlossen werden 
muBte, daB die Alkaliabgabe des Nerven nicht groB sein kénnte, um 
eine Neutralisation zu bewirken. Eine funktionelle Schidigung infolge 
der sauren Lésung haben die Nerven nicht davongetragen. 

Es wurden nun drei Versuche angestellt: In dem ersten wurde 
der Nerv, der vor dem Versuch in neutraler Ringerlésung gelegen hatte, 
in saurer Lésung untersucht, in dem zweiten wurde der Wechsel der 
neutralen Lésung nach der ersten Versuchsperiode vorgenommen, und 
in dem dritten wurde der Nerv von Anfang an in saurer Lésung auf- 
bewahrt und untersucht. Das Resultat zeigt die Tabelle 11, aus 
der hervorgeht, daB8 nur in Versuch 1 wahrend der ersten Versuchs- 
periode eine Vermehrung der CO,-Abgabe (vermutlich aus priformiertem 
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Bicarbonat) zu beobachten war; in allen iibrigen Fallen entsprach die 
CO,-Abgabe der Norm. Die NH,-Abgabe zéigte in keinem Falle eine 
merkliche Beeinflussung. 

Auf Grund der Untersuchungen bleibt kaum eine andere Méglichkeit 
als die, daB der marklose Nerv tatsiichlich nicht mehr CO, ausscheidet 
als bereits friiher und jetzt von uns gefunden wurde. Was wird aber 
mit dem so reichlich aufgenommenen O,? Wir wissen es nicht, wir 
kénnen nur Vermutungen duBern. Wahrscheinlich wird er, eingeschaltet 
in ein reversibles System, zur Vornahme von Dehydrierungen benutzt. 
Aus der Tatsache, daB bei Zimmertemperatur cin normaler Respirations- 
quotient, bei Kérpertemperatur ein ganz abnorm niedriger resultiert, 
wirde sich die Wichtigkeit der Temperatur fiir den Ablauf der Redox- 
vorginge ergeben. 

Unter Wiederaufgreifung bereits eingangs benutzter Zahlen wiirde 
bei Heranziehung des bei Zimmertemperatur beobachteten Respirations- 
quotienten von 0,8 einer Ausschiittung von etwa 160 cmm CO, (der 
Durchschnitt aus zw6lf Versuchen in der ersten Stunde unter Be- 
nutzung neutraler Ringerlésung betragt 155,9 cmm) eine O,-Aufnahme 
von 200 cmm entsprechen. Rund 350cmm stehen dann fiir die als 
wahrscheinlich anzunehmenden Dehydrierungsvorginge zur Verfiigung, 
deren AusmaB das etwa 1°/,fache der Verbrennungsvorginge betragen 
wiirden. Wie nun bereits vorher erwihnt wurde, erfaihrt die CO,-Aus- 
scheidung zwischen der ersten und zweiten Versuchsperiode bei Lésungs- 
wechsel einen Abfall von etwa 10°, gegeniiber einem etwa 40 °,igen 
Abfall der O,-Zehrung. Danach wiirden die Dehydrierungsvorginge 
von dem Wechsel der gleichartigen anorganischen Untersuchungs- 
lésung viel stirker, namlich mit etwa 30°, betroffen sein, als die der 
CO,-Bildung. Dies spricht sehr dafiir, daB der Atmungsstoff, dessen 
Herausdiffundieren in anorganische Lésungen friither festgestellt wurde, 
zu diesen Dehydrierungsvorgangen in engster Beziehung steht, vielleicht 
auch zu den reduzierenden Substanzen, deren Austritt sich bei Unter- 
suchung des Zuckerumsatzes vielfach stérend bemerkbar machte (vgl. 
Winterstein und Fraenkel-Conrat?). 

Bei Besprechung der Versuchsergebnisse war darauf hingewiesen 
worden, daB im Verlauf der Stunden die N H,-Ausschiittung zunehme. 
Aus ingesamt 14 Versuchen ergibt sich, daB die Steigerung 

dreimal in der 2. Std. 
sechsmal ,, ,, 3. 


@roimal ., » 4 + 
einmal “aoe 


begann. 


1 H. Winterstein u. H. Fraenkel-Conrat, diese Zeitschr. 247, 178, 1932. 
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In fiinf Versuchen, die sich iiber 
Vermehrung der NH,-Ausschiittung auf 


einmal in der 4. Std. 
eae: ae 


dreimal ,, ,, 6. 


In einem weiteren Falle war auch noch in der siebenten Stunde eine 
leichte Mehrausschiittung gegeniiber der sechsten Stunde zu beobachten, 


Man kénnte versucht sein, diese Steigerung als durch bakterielle 


Garung bedingt anzusehen. Dagegen sprechen jedoch mehrere Griinde : 

1. Unserer Erfahrung nach erlischt bei eintretender Faulnis nach 
mehr oder minder kurzer Zeit der Aktionsstrom. Dieser fehlte in keinem 
einzigen Falle. 

2. Bei Eintritt von Faulnis steigt der Verbrauch an O, ganz auber- 
ordentlich. Es ist anzunehmen, da wenigstens ein Teil dieses Sauer- 
stoffs in Form von CO, wieder erscheint, soweit nicht gar eine Extra- 
CO,-Abspaltung auftritt. In Wirklichkeit nahm die CO,-Ausscheidung 
stetig ab. 

3. Fiulnisvorginge pflegen kaum spontan aufzuhéren, sondern 
weiterzugehen. Wie oben dargetan, hérte die Steigerung auf, und die 
Ausscheidung blieb annahernd konstant. 

4. Der stiindliche Lésungswechsel ist kaum dazu angetan, iiber- 
haupt bakterielle Vorginge in Gang kommen zu lassen. 

Jedenfalls schien es angebracht, Untersuchungen bei Zimmer- 
temperatur vorzunehmen, um festzustellen, ob auch dabei die Tendenz 
zur Mehrausschiittung von Ammoniak vorhanden ist. 


Tabelle ILl, 


NH,-Ausscheidung des Rindermilznerven bei Zimmertemperatur. 





Stunde 
Versuch Aktions- Ae ee es _ ol a ye ss 
Nr. owems 1 2 3 4 5 
9 vn 5,77 » 416 y 3,54 y 8,29 y 3,20 
10 ot 8,75 y 3,48 y 2,28 y 2,21 2,03 y 


Eine Steigerung der N H,-Abgabe war tatsachlich nicht vorhanden. 
Es mu8 darauf hingewiesen werden, daB eine solche in den Versuchen 
von Halter (a. a. O.) auch bei 37° nicht ersichtlich war. Die Griinde 
fiir diese Differenzen sollen spiter noch erértert werden. 


Die GréBe der durchschnittlichen NH,-Ausscheidung bei Kérper- 
temperatur ist aus der folgenden Zusammenstellung zu ersehen. 


Stunden erstreckten, hérte die 
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Durchschnittliche NH,-Ausscheidung des Rindermilznerven bei 37°. 


1. Std. 8,06 y fir lg 
ie 9,21 y lg 
3. 12,01 y lg 
Ss 15,37 y lg 
ir. 16,79» ., lg 
ec 17,40 9 lg 
7 17.55 3 lg 


Die durchschnittliche N H,-Produktion betrug bei Zimmertemperatur 
(16 bis 19°) in der ersten Stunde fiir 1 g 4,7 y. Fiir die folgenden Stunden 
kann in Anbetracht der geringen Versuchszahl ein zuverlassiger Mittel- 
wert nicht gegeben werden. 


Nach Tashiro betragt die NH,-Ausscheidung des isolierten Frosch- 
ischiadicus bei 20 bis 24° 19,2 y. Dieser Wert ist auch in Anbetracht der 
Tatsache, da®B die Untersuchungen nicht in fliissigem Medium vorgenommen 
wurden, sehr hoch und noch nicht einmal mit den nach Eintritt der Mehr- 
ausschiittung berechneten Durchschnittswerten des Milznerven vergleichbar. 
Winterstein und Hirschberg (a. a.O.) fanden an derselben Nervenart in Koch- 
salzlésung bei Zimmertemperatur im Mittel 6 y NH,-Ausscheidung. Nach 
Halter (a.a.O.) liegt sie beim isolierten Ischiadicus des Kaninchens bei Kérper- 
temperatur in der ersten Stunde bei 5 bis 6 y fiir 1 g und sinkt in der fol- 
genden Stunde um ein Geringes ab. Die Werte bei Zimmertemperatur 
bewegen sich bei markhaltigem und marklosem Nerven in annihernd 
derselben GréBenordnung. 


. 


Die zur Feststellung des Einflusses der Temperatur auf die N H,- 
Bildung angestellten Versuche zeigen, daB ein solcher tatsachlich besteht, 
aber sehr wechselnd ist. Aus den bereits angefiihrten Mittelwerten 
ergibt sich, daB die NH,-Abgabe in der ersten Stunde bei Koérper- 
temperatur etwa 70°, héher war als bei Zimmertemperatur. In der 
Tabelle IV bedeuten die in y angegebenen Werte jeweils einen Stunden- 
wert fiir 1 g Nerv. Der Aktionsstrom war in allen Versuchen vor Beginn 
und nach Beendigung des Versuchs vorhanden. 


Tabelle lV. 


EinfluB der Temperatur auf die NH,-Ausscheidung des Rindermilznerven. 





Ver- Pa NH,- N H,-Aus- || 7, — T2 : N Hy-Aus- |T,—Ts3 
such Ty Ausscheidung : scheidung in %» Ts scheidung in ° 

Nr. oc in } 0c in } etwa oC in 7 etwa 

14 19 2.4: 1,3 28 | 2.2;2,2 | + 70 37 6,1;6,7 +175 
15 37 3,5; 3,7;6,5 28 54;49 — 20 19 3,4; 2.9 45 
17 37 11,4; 13,7 19 8.4;7,4 — 60 37 «=: 15,5; 17,0 + 110 
ISa 37 9.6 19 4.9 — 100 37 9,3 + 95 
Sb 19 3.6 37 9,7 + 170 19 5.4 80 
19a 19 49 37 6.0 + 20 19 5.4 —_ 
19b 37 9,8 19 6,3 — 55 37 8.4 + 385 
20 19 7,9 37 11,2 + 40 19 6,1 85 


In den Versuchen 18 und 19 wurde der Nerv in zwei Teile geteilt; 
a) wurde sofort, b) etwa 3! le Stunden spater untersucht. 
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Im folgenden soll nun der Versuch gemacht werden, die Griind: 
fiir den Unterschied in der N H,-Ausscheidung des marklosen und mark 
haltigen Nerven zu erértern. Nehmen wir an, daB der Stoffwechse| 
des Nerven in erster Linie auf Kosten N-freier Substanzen erfolgt, so 
werden diese auch zuerst aufgebraucht. Hierdurch wird der Nery 
gezwungen, in wachsendem AusmaB N-haltige Substanzen mit heran 
zuziehen. In diesem Sinne sprechen die Versuche von Hirschberg und 
Winterstein' iiber die N-sparende Wirkung im Stoffumsatz des Nerven 
systems. Andererseits haben Holmes? und seine Mitarbeiter ein Ver- 
schwinden des freien Zuckers im Nerven beobachtet, das zeitlich un- 
gefahr mit dem Beginn der Mehrabgabe von NH, in unseren Versucher 
zusammenfallt. Wenn beim markhaltigen Nerven eine solche Mehr- 
abgabe von Halter (a. a.O.) nicht beobachtet wurde, so kann dies durch die 
geringere GréBe seines Stoffwechsels und durch die etwa in der Mark- 
scheide vorhandenen Vorrate anderer N-freier Substanzen  bedingt 
sein. Tatsichlich fehlt auch beim marklosen Nerven die Steigerung 
der NH,-Abgabe, wenn sein Stoffwechsel durch Herabsetzung der 
Temperatur erniedrigt ist. 


Zusammenfassung. 


Die in Fortsetzung friitherer Versuche am Milznerven des Rindes 
angestellten Untersuchungen bestitigen, daB bei Koérpertemperatur 
die CO,-Abgabe hinter der O,-Aufnahme stark zuriickbleibt. Die 
Mehraufnahme von Sauerstoff dient vermutlich Dehydrierungsprozessen. 
Die im Zusammenhang mit der CO,-Ausscheidung untersuchte N H,- 
Ausscheidung des Milznerven zeigt bei Zimmertemperatur die gleiche 
GréBenordnung wie beim markhaltigen Nerven. Sie ist von der Tem- 
peratur abhingig. Bei Kérpertemperatur ist sie erhOht und steigt im 
Verlauf des Versuchs an. Diese Steigerung wird auf eine starkere 
Heranziehung N-haltiger Reserven nach Aufzehrung der N-freien 
zuriickgefiihrt. 

Zum SchluB méchten wir nicht verfehlen, Herrn Professor Winterstein 
fiir das unserer Arbeit gewidmete Interesse und seine Hilfe zu danken. 


' E. Hirschberg u. H. Winterstein, Hoppe-Seylers Zeitschr. 108, 27, 1919. 
2 E.G. Holmes u. R. W.Gerard, Biochem. J. 23, 730, 1929; EF. G. Holmes, 
R. W. Gerard u. Solomon, Amer. J. of Physiol. 93, 342, 1930. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von H. E.Ch. Wilson (Glasgow) und 


F.Strieck: Der Einflub intravendéser injektion yon Diastase auf 
den Blutzucker normaler und pankreasloser Tiere’. 


Ve ym 
G. Mansfeld, Pécs. 


(Binge gangen am 21, November 1932.) 


In obiger Arbeit wird von den Autoren irrtiimlich behauptet. daB es 
mir gelungen sei, ,.durch die Unterbindung eines Ductus Stenonianus 
beim Tiere eine Resorption der Speicheldriisendiastase zu erzielen*. Der 
Irrtum erklart sich daraus, daB die Autoren, statt meine Originalmitteilung ? 
durchzulesen, sie nur mit der Bemerkung ,,zitiert nach Rosenfeld’ anfiihren. 
Allerdings ist auch dieses Zitat falsch, denn Rosenfeld behauptete niemals, 
ich hatte gefunden, dafi§ die resorbierte Speicheldiastase zu einer Senkung 
des Blutzuckers fiihrt. Rosenfeld® meinte gerade im Gegenteil, da er 
durch diese Entdeckung erst meine Befunde richtig deutete. 

Solange die Behauptung, dafs die Unterbindung des Ductus Steno 
nianus am Hunde eine Resorption von Ptyalin bewirkt, nicht mir zu- 
geschrieben wurde, hatte ich keine Veranlassung, dagegen Stellung zu 
nehmen. Jetzt aber, da von Wilson und Strieck dieser lrrtum begangen 
wurde, muB ich doch darauf hinweisen, daB die von mir gefundene Blut- 
zuckersenkung am Hund nach der Speichelgangunterbindung unmdglich 
von einer Resorption des Ptyalins bedingt sein kann, und zwar aus dem 
einfachen Grunde, da der Speichel von Hunden, wie schon Griitzner* nach 
wies, tiberhaupt kein Ptyalin enthalt, wie dies aus den Lehr- und Hand- 
biichern der Physiologie> zu ersehen ist. Wider Erwarten scheint diese 
Tatsache nicht allgemein bekannt zu sein, und so ist es vielleicht nicht 
iiberfliissig, jetzt nachtraglich die Aufmerksamkeit wenigstens jener darauf 
zu lenken, die sich experimentell mit dieser Frage befassen. 


1 Diese Zeitschr. 251, 199, 1932. 

2 G. Mansfeld, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 1380, 28, 1928. 

3 Georg Rosenfeld, Klin. Wochenschr. 10, 637, 1931. 

4 Pfliigers Arch. 12, 286, 1876. 

5 Vgl. z. B. O. Firth, Probleme der phys. u. path. Chemie II, 8. 192; 
Leipzig, C. W. Vogel, 1913. Nagels Handb. d. Physiol. I], 8. 522. Braun- 
schweig, Friedr. Vieweg & Sohn, 1907. 


Oxydative Desaminierung der Aminosiuren durch Methylglyoxal. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 21, November 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die eigenen Erfahrungen iiber die oxydative Desaminierung von 
Aminosiuren durch Chinone und Resorcin! sowie die interessante 
Beobachtung der Desaminierung durch Methylglyoxal von C. Neuberg 
und M. Kobel? waren Veranlassung, die Méglichkeit der von Neuberg 
und Kobel erwiesenen Aminosaiuredesaminierung auch mit der von uns 
verwendeten Methode! zu priifen. 

Das Methylglyoxal hat mir Herr C. Newberg in 0,95°,iger Lésung 
in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihm dankbar bin. 

Unsere Ansatze enthielten in 20 cem Lésung m/40 Substrat, m/1000, 
spiter m/100 Methylglyoxal, m/15 Phosphatpuffer und standen gut durch- 
liiftet in einem Thermostaten von 40 bis 41°C. Die untersuchten Amino- 
siuren waren von F’. Hoffmann-La 
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Glycin (CQ), Glyeyl-Tyrosin (+). Alanin ((). 


1 Zusammenfassend dargestellt: Fermentforschung 13, 433, 1932. 
2 Diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927. 
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Die Versuchsergebnisse sind aus Abb. 1 und 2 und aus der Tabelle 
zu ersehen. Glykokoll wird am deutlichsten (reichste N H,-Ausbeute) 
desaminiert. Das py-Optimum liegt etwa bei 11, ahnlich wie bei Ver- 
wendung von Oxyhydrochinon oder Resorcin als Katalysagen. 

Um deutliche Ausbeuten an NH, zu erhalten, mu8 man bei unserer 
Versuchsanordnung aber ziemlich hohe Methylglyoxalkonzentrationen 
(m/100) verwenden, und das Ausbeuteergebnis erlaubt nicht den sicheren 
SchluB, daB eine Katalyse der Aminosiuredesaminierung, wie bei den 
bisher gepriiften Chinonen, vorliegt. 





4. ||| Ver- Tate. Glykokoll Glycyl-Glycin Glyeyl-Tyrosin 
=S se |suchs- jysage 
s Ss ysagen 
=~ 26 | dauer a6 

it Methyl- | 7,0 8,0 9,0 10,0/11,0 12,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 
Nr. |, ¢ Std. | glyoxal 


75 40 17%, m/1000 0,1 9,2 0,2 0,4 0,4 0,4 0,1.0,1 0,1:0,1 0,2 0,2 0,3 0,8 0,2 
113 40 39 m/L000 0,304 ~ 0.706 —0,20,3 030,38 —)0,4.0,4 0,5 0,5 





76 41 «+16 m/100 | 0,2.0,3.0,3 1,0 2,7 0,3.0,3 0,6.0,9 0,3.0,5 0,7/0,6 0,6 
84 49 18 m/100 | 0,2.0,6 0,7 2,2 4,0 

114 41 49 m/1L00 — 0.3.0.3 2,1 3,7 3.8 — 0,3.0,5 0,6 0,6 0,4 0,8) 1,0 0,8 
bide! Ver- Kata Glykokoll Serin Alanin 

a) os suchs- si oid —_ 
a~ of | dauer lysagen 

oi Methyl- | 7,0 8,0, 9,0 10,0,.11,0 12,0 7,0,8,0 9,0 10,0 11,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 

Nr o¢ Std. | glyoxa! 

84 40/18 m/100 |0,20,60,7 2,2 4,0 — 0,3.0,6 1,0 2,5 0,2 0,1 0,2 0,3 0,3 
87 40 42 m/100 | 0,2.0,5.0,9 3,3 7,0 0,1 0,4.0,4 0,8 2,9 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2 


Glyeyl-Glycin und Glycyl-Tyrosin wurden bei unserer Versuchs- 
anordnung nur in Spuren desaminiert, Serin reichlich, aber weniger 
als Glykokoll und Alanin nicht merklich. Da bei Alanin etwa NH, 
gebildet wurde, aber gebunden dem Nachweis entging, ist nach den 
Erfahrungen mit Glykokoll und Serin und Versuchen mit CO,-Be- 
stimmung nicht anzunehmen. 

Die Desaminierung von Glykokoll durch Methylglyoxal ist bei 
unserer Versuchsanordnung ein oxydativer ProzeB, bei dem die N H,- 
Ausbeute ceteris paribus von der Durchliiftungsstarke abhangt und bei 
Sauerstoffausschlu8 kaum nachweisbar ist. 


Unsere Erfahrungen mit Alanin stehen zu der unbezweifelbaren 
Feststellung von C. Neuberg und M. Kobel, daB Methylglyoxal Alanin 
zu desaminieren vermag, nicht im Gegensatz, sondern lehren nur, dab 
bei der von uns verwendeten Methode und Materialienkonzentration 
wie durch Chinone, so auch durch Methylglyoxal Alanin schwerer 
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desaminierbar ist, als Serin, und dieses schwerer als Glykokoll. I 
Analogie zu diesem Befund sei erwahnt, daB Strecker! die Desaminieruny 
von Alanin durch Alloxan erwiesen hat, J'raube? die durch Isatin, was 
von Langenbeck® neuerdings durchaus bestatigt wurde, Wieland und 
Bergel* die von Alanin durch Chinon, und doch laBt sich mit unserem 
Verfahren und den von uns verwendeten Konzentrationen weder durch 
Alloxan noch durch Isatin, noch durch Chinon eine Alanindesaminierung 
erweisen. 


1 Liebigs Ann. 128, 363, 1871. 

* Ber. d. D. chem. Ges. 44, 3145, 1911. 
Ebenda 60, 930, 1927. 

4 Liebigs Ann. 489, 196, 1924. 
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Uber das Zerstérungsspektrum der Urease. 


Von 
Fritz Kubowitz und Erwin Haas. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie. ) 
(Eingegangen am 21, November 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wir haben auf Vorschlag von Herrn Warburg Lésungen von Urease 
mit ultraviolettem Licht gemessener Intensitait bestrahlt und die 
durch die Bestrahlung bewirkte Abnahme! der ureatischen Wirksamkeit 
gemessen. Die kiirzeste Wellenlange, mit der wir bestrahlten, war 
196 mu, die langste Wellenlinge 366 my. 

Die Ureasekristalle wurden nach Sumner? aus Jackbohnenmehl® 
dargestellt. Die Fermentkonzentration bei den Bestrahlungsversuchen 
war so klein, daB das Licht auf dem Wege durch die Fermentlésung 
nicht wesentlich geschwaicht wurde. Unter diesen Bedingungen war 
es gleichgiltig, ob auch die Zersetzungsprodukte des Ferments Licht 
absorbierten, und wir konnten aus der Fermentzerstérung und der sie 
bewirkenden Lichtintensitaét das relative ,,Zerst6rungsspektrum* der 
Urease berechnen. Wir fanden, daB das Zerstérungsspektrum nahezu 
mit dem Absorptionsspektrum der wisserigen Ureaselésung iiberein- 
stimmt. 

1. Berechnung des Zerstérungsspektrums. 

Ist ec die Konzentration der Urease, ¢ die Quantenintensitat 

Mole Quanten 


. an der Eintrittsstelle in den Bestrahlungstrog, / der Ab- 
_qem . Minuten 


, a qem . 
sorptionskoeffizient iz | der Urease, so ist die durch das Licht bewirkte 
SJLOTe 
Anderung der Ureasekonzentration pro Minute (unter der Bedingung sehr 
kleiner Schichtdicke) 4 o 
— si. 8.e., (1) 
dt 


las Verhaltni Zahl der zerstérten Ureasemolekiile , 
wo nm das Verhaitnis ~ ~ ist. 
Zahl der absorbierten Quanten 

1 Literatur tiber die Zerst6rung von Fermenten durch Licht vel. 
Ludwig Pincussen, Ergebn. d. Physiol. 19, 79, 1921; diese Zeitschr. 241, 
385, 1931. 

2 J. B. Sumner, J. Biol. Chem. 69, 435, 1926; 70. 97, 1926. 

3 Das Jackbohnenmehl bezogen wir von der Firma Eimer und Amend, 


New York. 


4 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928; insbesondere 8. 217. 
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Aus (1) folgt) 


c 1 
8 In -°. - (2 
¢ £.8.8 
und fiir die Wellenlingen 4, und ~ unter der Annahme (n May (n); 
(1m “o rs 
Ay we ), ; (@. Oa, (3 
. (In “°) O-O,, 
L Cc 


MiBt man also die durch 7 .t bewirkte Abnahme der Ureasekonzentration, 
so kann man nach (3) das relative Absorptionsspektrum der Urease berechnen. 
Anmerkung. Es sei darauf aufmerksam gemacht, daB man /, den 
absoluten Absorptionskoeffizienten der Urease, aus den Zerst6rungs 
messungen nach Gleichung (2) nicht berechnen kann, da man die Zahl » 
(die ,,Quantenausbeute‘* bei der Zerst6érung) nicht kennt. Ware aber das 
Molekulargewicht der Urease bekannt, so kénnte man / durch direkte 
Absorptionsmessung bestimmen, und dann die Quantenausbeute » nach 
Gleichung (2) 
= Sue. 2. 
berechnen. B c t.t 


2. Optische Versuchsanordnung. 
Lichtquellen waren die Funkenstrecke und die Quecksilberlampe 
Zur Zerlegung dienten Monochromatoren mit Flu8spat- oder Quarz- 
optik. Die Intensitéten J wurden mit dem Bolometer in cal/Minute 
gemessen. J, dividiert durch den Querschnitt F des Strahlenkegels 
an der Bestrahlungsstelle, ergab die Flichenintensitat des Lichts 
cal 


. ). Naheres ersieht man aus Abb. 1. 
qem . Minuten 


y VergroBerte Abb. d. 
\\ LleAtrodenstellung. 


f] _bestrahlungsge/ab 
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Abb. 1. 
Bestrahlungsanordnung: Linsen 1 und Prismen aus Flufspat oder Quarz; Bestrahlungsgefil 
aus Quarz; Spiegel = Oberflichenspiegel '. 


1 Herr Dr. #. Hochheim (Heidelberg) lieB fiir uns die Oberflaichen- 
spiegel herstellen, wofiir wir ihm bestens danken. 
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3. Darstellung der Urease. 

Die kristallinische Urease wurde nach der  Vorschrift von 
J.B. Sumner! dargestellt und nach Sumners Vorschrift umgefallt?. 
Unsere umgefillte Urease war nicht kristallinisch, die Wirksamkeit 
der umgefallten Urease war ebenso groB wie die Wirksamkeit der 
besten Sumnerschen Priparate (130000 mg NH, pro g Urease in 
5 Minuten bei 20°, bei px 7). 

4. Ureaselésungen und ihre Bestrahlung. 

Wie schon Sumner angegeben hat, sind verdiinnte Ureaselésungen 
wegen der Empfindlichkeit des Ferments gegen Schwermetallspuren 
unbestandig. Sumner benutzt zur Stabilisierung Gummi arabicum’, 
das fiir unsere Bestrahlungsversuche, wegen der Lichtabsorption, nicht 
in Betracht kam. Wir fanden, daB Na-Pyrophosphat in kleinen 
Konzentrationen ein gutes Stabilisierungsmittel ist und lésten deshalb 
fiir die Bestrahlungsversuche die Urease in m/10000 Natriumpyro- 
phosphatpuffer von py 5,6. 50 ccm m/5 Na,P,O,* + 19,5 ccm n HCl 
(schwermetallfrei) + 30,5 ccm Wasser [aus Quarz destilliert (schwer- 
metallfrei)| war die Pufferstammlésung. 

Die Urease wurde in einem QuarzgefiB in ,,schwermetallfreiem*, 
aus Quarz destilliertem Wasser gelést (einige Milligramme pro Kubik- 
zentimeter) und bei 0° C aufbewahrt. Fiir die Bestrahlungsversuche 
wurde ein kleiner Teil dieser Stammlésung so verdiinnt, da ungefihr 
5.10-2mg Urease in 10 cem schwermetallfreiem Wasser gelést waren. 
Vier BestrahlungsgefiBe aus Quarz, schwermetallfrei gewaschen, von 
der in Abb. 1 gezeichneten Form, wurden mit je 2 cem des m 10000 Pyro- 
phosphatpuffers beschickt. Dann wurde in jedes GefiB 0,1 cem der 
Ureaselésung gegeben, so daB also die Konzentration der Urease bei 
der Bestrahlung ungefihr 5 .10-4mg Urease pro 2 ccm betrug. Zwei 
GefaBe blieben im Dunkeln, zwei GefiBe wurden bestrahit (wobei die 
GefiBe nicht geschiittelt wurden). Dann wurde die Wirksamkeit der 
Urease in den vier GefiBen gemessen. Es sei bemerkt, da die Wirk- 
samkeit der Urease in den Dunkelkontrollen, innerhalb der Versuchs- 
zeiten, nicht abnahm. 

5. Messung der ureatischen Wirksamkeit. 

Die ureatische Wirksamkeit, d. h. die Spaltung von Harnstoff 
in Kohlendioxyd und Ammoniak, wurde durch Bestimmung der ent- 
wickelten Kohlensiiure manometrisch gemessen, und zwar in denselben 
GefaiBen, in denen bestrahlt worden war. 


1 J. B. Sumner, J. Biol. Chem. 69, 435, 1926. 

2 Derselbe, ebenda 70, 97, 1926. 

3 J. B. Summer, Die Naturwissenschaften 16, 145, 1928. 
* Metallfrei nach dieser Zeitschr. 187, 285, 1927. 
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War die Bestrahlung beendet, so wurde in die Bestrahlungsgefa{ 
(und in die Dunkelkontrollen) je 0,4 cem zweifach molar Acetatpuffe: 
von py 5,66 gegeben, auBberdem das Sumnersche Schutzmittel, Gummi 
arabicum, und zwar pro GefaB 0.6 ccm einer 10°,igen Gummilésung 
In die Ansatzbirnen der GefaBe wurde 0,2 ccm einer 30°igen Harn 
stofflésung gefillt. Dann wurden die mit den Manometern verbundenen 
GefaiBe in einen auf 20° einstehenden Thermostaten eingehangt und di: 
Geschwindigkeiten der Kohlensiureentwicklung nach Einkippen des 
Harnstoffs gemessen. 

Die Kohlensiureentwicklung war linear mit der Zeit und der 
Konzentration der Urease proportional. War also die Geschwindigkeit 
der Kohlensiureentwicklung in den Dunkelkontrollern. vy und in den 
bestrahlten Lésungen v, so war das Verhaltnis der Ureasekonzentra- 
tionen, das man fiir die Berechnung des Zerst6rungsspektrums braucht, 


Es sei noch bemerkt, daB die Wirksamkeit der Urease bei py 5,66 
etwa 3,5mal kleiner ist als bei py 7, der py-Bedingung, unter der Sumne) 
die Wirksamkeit der Urease bestimmt hat. Wir haben bei py 5,66 
gearbeitet, weil man bei diesem py die Geschwindigkeiten der Kohlen 
siureentwicklung manometrisch messen kann. 


6. Absorptionsspektrum der Urease. 


Zur direkten Messung des Absorptionsspektrums der Urease wurden 
wisserige Ureaselésungen in Quarztrége gefiillt und die Lichtschwa- 


Tabelle I. 





2 


‘ Grammatom Stickstoff e ' 2 qem ] 
= ecm oy Grammatom Stickstoff 
196 0,002 47 . 107° 0,555 1,235 154.5 .10° 
207 0.0223 .10-5 0,555 1.83 48,7 .10° 
220 0,12 . 10-5 0,555 3.45 18.6 .105 
227,5 0,183 .10-5 0,555 3,29 11,50 .10° 
229.5 01838 .10-5 0.555 2.88 10.40 .10° 
240 3,6 me 0.555 17,75 144 .10 
250 3.6 .10-5 0,555 3,94 0,685. 10° 
260 3.6 26-5 0,555 4,82 0,785. 10° 
970 36 _19°5 0.555 $,28 1,955. 10 
280 3.6 .10-5 0,555 9.19 1.10 .10 
290 3.6 .10°° 2.09 20.5 0.42 .10° 
809 3.6 . 10-5 2,00 3,62 0,179 . 10° 
310 3.6 . 10-5 2.00 205 0.10 .10° 
329 3.6 .10-5 2.00 1,78 0.081. 10° 
330 3,6 .10-5 9.09 1.63 0.068 . 10° 
340 3.6 . 1075 2.00 1,47 0,054 . 10° 
350 3.6 . 10-5 2.00 1,49 0.047 . 10° 
370 3.6 . 19-5 2.00 1,23 0,029 . 10° 
399 3.6 .107 2.00 1,22 0,028 . 10° 
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hungen i,/t, wie friiher beschrieben!, lichtelektrisch oder bolometrisch 
bestimmt. Der Absorptionskoeffizient 6 wurde nach der Forme! 
3 . -In -° 
: c old i 
herechnet, wo d die Schichtdicke und ¢ die Grammatome Stickstoff pro 
Kubikzentimeter Lésung bedeuten. Das Ergebnis der Messungen ist in 
Tabelle I zusammengestellt. 

7. Ergebnisse. 

In Tabelle Ii ist das Ergebnis der Zerst6rungsmessungen zusammen- 
gestellt. 

In der vorletzten Spalte der Tabelle II findet man die aus der Zer- 
stérung berechneten Absorptionskoeffizienten, in der letzten Spalte die 
durch direkte Absorptionsmessung gefundenen Absorptionskoeffizienten. 

Beidemal ist der Absorptionskoeffizient fiir die Wellenlinge 196 mu 
willkiirlich gleich 1 gesetzt. Die Tabelle II zeigt, daB die aus der Zer- 
stérung berechneten Absorptionskoeffizienten mit den direkt ge- 
messenen Absorptionskoeffizienten im wesentlichen iibereinstimmen. 











101—* ————_______— —— 
260 280 300 320 340 360 380 400 
Welerdange A [mf 
Abb. 2. 


In Abb. 2 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. Die ausgezogene 
Linie ist das direkt gemessene Absorptionsspektrum der Urease. Die 
Kreuze bezeichnen die aus den Zerst6rungsmessungen berechneten Punkte. 

1 Diese Zeitschr. 214, 82, 1929. 
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Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 


XIV. Mitteilung: 
Adsorption von Stirke auf verschiedenen Emulsionsoberflichen. 
Von 
Z. Horowiez +. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 22. November 1932.) 


Der vorliegende Teil behandelt die Untersuchungen iiber: 


1. Die Adsorption von Starke auf Olivenél und iiber die Abhangig- 
keit derselben von py, Schiitteldauer und Zusatz von oberflachen- 
aktiven Substanzen. 

2. Die Adsorption von Starke auf fliissigem Paraffin und Amyl- 
alkohol. 

3. Die Koagulation von EiweiB durch Schiitteln bei Zimmer- 
temperatur bei verschiedenem py und ihre Beeinflussung durch Salze. 


Methodik. 


Die Starke wurde wie gewéhnlich, aber ohne langeres Erhitzen bereitet. 
Das px der Lésung wurde potentiometrisch bestimmt. Die Mehrzahl der 
Experimente wurde in Scheidetrichtern von 100 ccm ausgefiihrt. Jede 
Mischung bestand aus 30 cem 0,5- oder 1°, iger Starkelésung, verschiedenen 
Olmengen, Saéure (HCl) oder Lauge (NaOH), beide als n/10 Lésung. 

Die Systeme wurden 4 Stunden geschiittelt. Nach dem Schiitteln 
standen sie verschiedene Zeit. Dann wurden 20 ccm der Starkelésung ent- 
nommen, mit HCl hydrolysiert und im Hydrolysat der Zucker nach 
Bertrand bestimmt. Gleichzeitig wurde die Starke im Niederschlag bestimmt. 

Das EiweiB (Mercks Ovalbumin) wurde als 1° ,ige Lésung angewandt. 
Es wurde filtriert. Zu 50 cem wurde Ol oder HCl mit oder ohne Na,SO, 
zugesetzt. Die Systeme wurden 10 bis 60 Minuten geschiittelt und filtriert. 
Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl im Filtrat bestimmt. 


Ergebnisse. 


I. System Olivenél—Stdarke. 


Wenn zu 30 cem 0,5- oder 1°,iger Starkelésung 5 oder 10 cem Olivendl 
zugesetzt und das System 4 Stunden geschiittelt wird (100 Touren/Minute), 








dann 


osung 
lie E 
Mikro 
on * 
teher 
lie d 
rebild 

I 
nachg 
Stark 
der L 
5ecem 
Stark 
wurde 
Stark 
Die A 
meng 
konze 


Stirkek 


l 
Konze 
b 
der A 
wo di 
10 cer 
I 
aus. 
schied 
Um <« 
Zuyest 
Ss 
Adsor 
Lésun 


Adsor 








Z. Horowiez +: Bindung der Biokolloide. XIV. 345 


dann aber das System auf 2 bis 4 Stunden zur Abtrennung der Starke 
osung von dem emulgierten Ol stehengelassen wird, so findet man, daB 
lie Emulsion sehr lange (mehr als 1 Woche) bestandig ist. Unter dem 
Mikroskop nach Jodfarbung sieht man, dafi die Mehrzahl der Kiigelchen 
von Starke umhiillt ist, die diinne, blaugefarbte Hiillen bildet. Es ent- 
tehen gleichzeitig Kliimpchen von mit Jod gefarbter koagulierter Starke, 
lie durch das ZusammenflieBen von kleinen Olkiigelchen zu gréBeren 
rebildet werden. Hier bildet die Starke eine steife Membran. 

Eine Adsorption von Starke auf den Olkiigelchen ist somit qualitatiy 
nachgewiesen worden. Gleichzeitig wurde festgestellt, da die adsorbierte 
Starke einer Denaturation unterliegt. Quantitative Bestimmungen der in 
der Lésung gebliebenen Starke zeigten, da in denjenigen Systemen, wo 
5ecem Olivendl zu 1° \iger Starke zugesetzt wurden, von 41,4 mg anwesende1 
Starke 2.4 mg, und da, wo 10 ccm Ol zugesetzt war, 4,8 mg adsorbiert 
wurden (5,4 bzw. 14°.) (Tabelle 1). In denjenigen Systemen, wo 0,5" ,ige 
Starkel6ésung angewandt wurde, waren 19,9 bzw. 25,6", Starke adsorbiert. 
Die Adsorption ist von der Olmenge stark abhingig. Die gebundene Starke 
menge in Milligramm ist aber bei den durch uns untersuchten Starke- 
konzentrationen (1°) fast unabhangig. 


Tabelle I. 
Adsorption der Starke auf der Oloberflache. 





Stirkekonzentration Ol Gefundene Stirke Adsorbierte Menge 
in der Lésung 

0 ecm mg mg 
05 0 19,9 
0,5 5 18,1 | ( 

- ps pa  ] 0 
0.5 +) 17,9 | ' 
0,5 19 17,0 | - . 

- " i 92 Sk 
0.5 10 17,1 | - 146 
0.5 20 16,2 } 

S 5 $e" 3 9. 
0,5 20 16,2 ' ™~ 
1,0 0 41,4 
1,0 5 39,0 94 5.8 
1,0 10 36,6 4,8 14.0 


Diese Experimente wurden erweitert durch Anwendung von groberen 
Konzentrationen an Starke und Olivendl. 

Besonders bei 0,5°,,iger Stérkelésung’ wurde eine starke Abhingigkeit 
der Adsorption von der Olmenge beobachtet. In denjenigen Experimenten, 
wo die Kontrolle 17.2 mg Starke enthalt, wurden bei 5cem Ol 15,2, bei 
10 cem 14,6 und bei 20 cem Ol 13,7 mg Zucker gefunden. 

Die pu-Anderung iibt einen sehr groBen EinfluB auf die Starkebindung 
aus. Zu 50cem 0,5°,iger Staérkelésung wurden 10 cem Olivenél und ver- 
schiedene Mengen H(l oder NaOH zugesetzt (1 bis l0cem n/10 HCl). 
Um das Volumen nicht zu andern, wurden verschiedene H,O-Mengen 
zZugesetzt. 


Schon kleine H(C]-Zusaétze bewirken eine sehr starke Erhéhung der 
Adsorption. Wenn in den Systemen Starke —Ol noch 15,8 mg Starke in 
Lésung bleiben, findet man nach Zusatz von 1 cem HC! nur 8,8 mg (45°, 
Adsorption). Mit zunehmender H Cl-Konzentration steigt die Adsorption 
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(Tabelle II). Nach dem HCl-Zusatz wurde auch eine stirkere Stark: 
denaturation beobachtet. 
Tabelle Il. 
EinfluB von HCl auf die Adsorption bei 0,5°,iger Starkelésung und 10 cen 
Ollésung. In dem System ohne Ol wurden 17,2 mg Zucker gefunden. 


) 











Zugesetzte nj10 HCI ye ay og __Adsorbierte Menge _ 
ecm mg mg %lo 
0 15.4 
0 15,3 ; 18 11,1 
1 91 a. 
1 9:0 g2 | 4 
2 78 r 
9 a’ | 9,1 52 
5 | ie | 9.8 57 
- ae | 109 60 


Bei gréBeren H Cl-Konzentrationen entsteht eine neue Phase. Zwischen 
der klaren Ol-Schicht und der Starkelésung entsteht eine Olemulsion, die 
sehr viel Starke enthaélt in Form von Starkekliimpchen, die frei von 0] 
sind und sich zwischen die Fettkiigelchen lagern. 

NaOH, das keine koagulierende Wirkung auf die Starke ausiibt. 
bleibt auf die Adsorption fast ohne EinfluB (Tabelle ITI). 


Tabelle III. 


EinfluB von NaOH. Adsorption in Systemen mit 20 cem 0,5°,iger Starke 
und 10 cem Ol, 4 Stunden geschiittelt. Die Kontrolle enthalt 15,8 mg Zucker. 





MeOH — | “fa dor Lésang  |___—_~srorblerte Nengs 
ecm mg mg Ff, 
0 14,3 | - 
0 14,3 ; «= 10 
1 14,3 : 
1 14,3 ; 10 
: ri 1,5 10 
5 14,4 as 
5 14.4 { 1,4 9,5 
10 14,3 , 
10 14,3 ; 10 


Propylalkohol besitzt einen starken EinfluB auf die Adsorption. Der 
Alkohol lést sich teilweise in Ol, die Olemulsion wird also auch auf ihrer 
Oberflache Alkohol in gréBerer Konzentration enthalten. 


Es wurden Systeme: 30cem 0,5°,ige Starkelésung + 10cem Ol 
+ 5cem H,O oder Propylalkohol untersucht. Die Alkoholendkonzentration 
der Lésung ist 11°,. In denjenigen Versuchen, wo in der Kontrolle 24,1°,, 
Starke adsorbiert wurden, waren bei Alkoholanwesenheit 28,9°, gebunden 
(Tabelle IV). 
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Tabelle IV. 


EinfluB von Alkohol. Die Systeme wurden 4 Stunden geschiittelt. 





Starke Starke 
Adsorbierte Menge im — 
Nieder- I _ < 
schlag sete 
mg o/® mg mg 
1 20cem 05°, Starke + 10cem Ol. . 8,2 23,8 2 24 
2. Wie 1+2cem Propylalkohol . . . . 9,1 26,4 — — 
3 » aed» ~ ee 10,0 29,0 5.5 17,8 
4 3, aber nur 30 Min. geschiittelt . ~ - 2.6 


In diesen Experimenten wurde auch die Starke, die als Niederschlag 
zu Boden sank, bestimmt. Die vom Ol abgetrennte Starkelésung wurde 
filtriert, der Niederschlag in heibem Wasser gelést und hydrolysiert. In 
der Kontrolle wurden 2,3 mg Zucker gefunden, in den Systemen mit Alkohol- 
zusatz 4,3 mg. Auch nach 48 Stunden Stehen der Systeme in den Scheide- 
trichtern wurde dieselbe Starkemenge im Niederschlag gefunden. Die 
Adsorption ist stark von der Alkoholkonzentration abhangig, und zwar 
ist sie bei kleineren viel geringer. 


Auch die Schiittelzeit spielt eine Rolle (Tabelle IV). 


II. System Starke —Amylalkohol. 

Zu 30cem 1°>iger Starke wurden 5cem Alkohol zugesetzt. Die 
Systeme wurden 2, 4 oder 8 Stunden geschiittelt, dann filtriert. Der Nieder- 
schlag wurde mit heiBem H,O gelést, hydrolysiert und der gebildete Zucker 
bestimmt. Auch die Filtrate wurden analysiert (Tabelle V). 


Tabelle V. 


Adsorption auf dem Amylalkohol, der als 14,3°,ige Emulsion angewandt 
wurde, in 1° .iger Starkelésung. 





Schiittelzeit Adsorbierte Stirke 
Std. mg 05 

2 2,6 7 

4 3.4 4 

8 5,0 13 


Der Niederschlag ist um so gréBer, je linger die Schiittelzeit. Nach 

2 Stunden wurden im Niederschlag 2,6 mg, nach 4 Stunden 3,4 und nach 
8 Stunden 5 mg Zucker gefunden. 

Es wurden auch Versuche, um die Wirkung von CaCl, auf die Adsorption 

der Starke zu untersuchen, ausgefiihrt. Sowohl in den Systemen Starke Ol 

Propylalkohol wie Starke—Amylalkohol wurde eine VergréBerung der 

Adsorption durch CaCl,-Zusatz nachgewiesen (Tabelle VI). Auch der 

Niederschlag wird stark vergréBert. 
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Tabelle VI. 


EinfluB von CaCl. 





’ Adsorbierte Stirke 
Systeme 


mg 
Starke + Amylalkohol ........ 3,4 
” t ” oe a eee 3,1 

+ Cs hs eae 5,1 

tt. 7P , + rem 5.6 
Ol + Starke + Alkohol. 2... sea 16,4 
or » + ” Gee eS 16,3 
nt » + = +CaCl,. ... 19,1 
o* « + » +008. ... 19.3 


III. Fliissiges Paraffin — Starke. 
Zu 50 cem 0,5°,iger Starke wurden 10 cem fliissiges Paraffin zugesetzt 
und stark 4 oder 8 Stunden geschiittelt. Es wurde eine sehr geringe Adsorp 


tion nachgewiesen (etwa 5,2”,,). Sowohl NaOH als auch HCl andern die 


adsorbierte Starkemenge nicht (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 


Adsorption auf fliissigem Paraffin. In der Lésung waren 15,0 mg Starke. 





Gefundene Stiurke Gefundene Stirke 
NaOH in der Lisung HCl in der Lisung 

ecm mg mg cem mg mg 
0 14,4 14,4 0 14,3 14,4 

1 14,4 14,3 1 14,5 14,4 

2 14,5 14,5 2 14,3 14,3 

5 14,4 14,4 5 14,2 14,3 
10 } 14,3 14.5 10 14,3 14,3 


Die adsorbierte Menge ist tiberall gleich in mg — 0,6—0,7, in °, 4,0—5,3 


IV. Ol—Eiweif. 
Zu 50cem 1°, iger Ovalbuminlésung wurden 10 ccm Ol zugesetzt und 
10 Minuten geschiittelt. Es wurde eine Adsorption von 32°, gefunden 


V. Koagulation von EiweifB durch Schiitteln. 

Zu 50ccem 1° iger EiereiweiBlésung wurden erstens 12cem H,O. 
zweitens 7cem H,O + 5cemn/10 HCI, oder drittens 2 cem H,O und 10 cem 
HCl zugesetzt. Die Systeme wurden 10 Minuten geschiittelt. 

In den Systemen ohne HCl unterlag das EiweiB der Koagulation. 
HCl verhindert diesen ProzeB. In der Kontrolle ohne Schiitteln wurden 
in 20cem 0,01599 N gefunden. Nach dem Schiitteln ohne H Cl-Zusatz 
fanden wir nur 0,0126g, da, wo 5cem HCl eingefiihrt wurden, 0.0154 ¢. 
und bei 10 cem HCl-Zusatz 0,0158 g. Na ,SO,-Zusatz bewirkt trotz H C1- 
Anwesenheit Koagulation. 10 cem einer 3?,igen Na,SO,-Lésung be- 
wirken bei Anwesenheit von 10 cem n/10 HCl eine gréBere Koagulation 
als beim Ausgangsmaterial ohne HCl. Es werden bei kleiner pu-Anderung 
41,1°,, des anwesenden EiweiBes koaguliert. 
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Bindung der Biokolloide. XIV. 


Besprechung. 


Die erhaltenen Resultate bestatigen die Ergebnisse, die durch 
v. Przylecki und Gurfinkel! beschrieben wurden. Sie zeigen, daB auf 
der Oberfliche eines Fettes Starke angehdujt wird. Es bildet sich eine 
Starkemembran, wo die Starke in ungeléstem Zustande anwesend ist. 
Die Membran ist stabil. Beim UChergang von Olemulsion zu gréBeren 
Tropfen wird die Membran zerrissen. Es bleiben dann Teile der Membran, 
die mittels der Jodfarbung gut bestimmt werden kénnen und von 
verschiedener Gestalt sind, meistenteils als Kugelschalen  zuriick. 
Ein Teil der Kliimpchen sinkt als Niederschlag zu Boden. Gleichzeitig 
wirkt Starke durch Membranbildung stark stabilisierend auf die Ol- 
emulsion, die einige Tage erhalten bleibt. 

Diese Ergebnisse zeigen, daB die Starke durch Adsorption einer 
Denaturation unterliegt, und zwar durch die Anhiufung der Poly- 
saccharidmicellen auf der Oberfliche bis zum Ubergang: Celdste 
Starke -— Suspension. 

Dieser ProzeB kann nur durch eine Entwiisserung der Starke 
erklirt werden. Ob in diesem Fall die lipophile Natur des Adsorbens 
eine Rolle spielt, ist wenig wahrscheinlich. Jedenfalls sehen wir, dab 
zwei Faktoren, und zwar ladungsvermindernde oder wasserentzichende, 
eine starke Verstarkung der Membranbildung hervorrufen. 

Besonders der EinfluB von HCl, das die Ladung der Starkemicellen 
stark herabsetzt, bewirkt eine groBe Steigerung der adsorbierten Poly- 
saccharidmenge. Die adsorbierte Stirkemenge steigt bei gleicher 
Stiirke- und Olmenge und gleichem Volumen nach H Cl-Zusatz von 10 bis 
auf 60%. 

Bei gréBeren HCl-Konzentrationen (0,03 n) entsteht zwischen der 
klaren Olphase und der Starkelésung eine neue Phase aus Olemulsion, 
in der sich viele Membranreste, die aus Starke bestehen, befinden. 

Wir méchten hier darauf hinweisen, daB Amylopektin durch 
v. Przylecki und Dobrowolska* mittels HCl zur Ausfallung gebracht 
wurde. In unserem Falle ist die Starke etwas anders bereitet worden 
(nach dem Lésen wurde sie gekocht), so daB ohne Adsorptionsmittel 
keine Ausfallung erfolgt. Das Adsorbens erméglicht infolge des Konzen- 
trierens der Starke die Koagulation. Auch CaCl,, das eine Verminderung 
der Stairkeladung hervorruft, vergréBert die Adsorption. NaOH, das 
keine koagulierende Wirkung auf die Starke ausiibt, bleibt fast ohne 
EinfluB auf die Adsorption. Propylalkohol iibt eine viel geringere 
Wirkung als die Saure aus. Jedenfalls wirkt er auf die Adsorption 
férdernd. Der Alkohol, der dehydratisierend wirkt, und an der Grenze 


1 St. J. v. Przylecki u. M. Gurfinkel, Biochem. J. 24 1930. 
2 St. J. v. Przylecki u. Z. Dobrowolska, diese Zeitschr. 245, 388, 1932. 
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Ol--Wasser angesammelt wird, verstarkt die Adsorption durch Ver- 
nichtung der Wasserhiille der Stirke. Er andert die Ladung der Starke 
nur wenig. In allen Fallen wurde Niederschlagsbildung beobachtet. 
Dieser Starkeanteil entspricht wahrscheinlich einem Teil der gebildeten 
Membranen, die zu Boden gesunken sind. Somit kénnen wir die Ad- 
sorption als eine Erscheinung, die von Entwasserung der Polysaccharid- 
micellen begleitet ist, ansehen. Die Adsorption wird durch eine An- 
haufung von geladenen Teilen, in unserem Falle besonders von Amylo- 
pektin, zum Gleichgewicht gebracht und durch drei Momente geregelt: 

1. Anziehende Krafte —> Adsorption. 

2. und 3. Adsorptionsverhindernde { 2. Wasserhiille, 

Krafte 3. Ladung der Teilchen. 

Jeder Faktor, der die zwei letzten Momente vermindert, wirkt 
adsorptionssteigernd. Besonders die Wirkung von HCl zeigt, eine wie 
groBe Rolle die Ladung in dem Gleichgewicht spielt. Es ist aber sehr 
wahrscheinlich, daB bei Ladungsverminderung auch die gebundene 
Wassermenge einer Verminderung unterliegt. 

Auch auf der Oberflache Amylalkohol—Wasser wird Starke adsorbiert. 
In diesem Falle wird auch eine groBe Menge der anwesenden Starke 
gefallt. CaCl, verstarkt die Adsorption. Auf der Oberfldche Wasser 

fliissiges Paraffin erfolgt keine Adsorption. Somit wurde bei den 
drei untersuchten Substanzen nur da eine Adsorption nachgewiesen, 
wo die emulsionsbildende Komponente aus polaren Molekeln besteht. 
Das Paraffin adsorbiert als apolarer Kérper nicht. 

Im Falle des Systems H,O--Stirke—Amylalkohol kann die 
Ausfillung in zweifacher Weise erklart werden. Es kann sein, daB sie 
in der wasserarmen Schicht erfolgt, wo eine Wasserentziehung vom 
Polysaccharid stattfindet. Danach hatten wir hier nicht Adsorption (1) 
—» Entwasserung (2) —> Ausfaillung (3), sondern eine bloBe Entwasserung 
und darauffolgende Ausfallung. Dies ist aber nicht der Fall, da auch 
in diesen Systemen Membranen entstehen. 

Die Adsorption der Polysaccharide ist also kein reiner physikalischer 
ProzeB, sie entspricht vielmehr einer Chemosorption. 

Somit wird wahrscheinlich, dap die Polysaccharide mit den unpolaren 
CH,-, CH, (CH,)- usw. Gruppen nicht in Bindung treten kinnen. Im 
Gegensatz hierzu erfolgt da eine Bindung, wo CHnOH, COOH, COOR 
und andere thnliche Gruppen anwesend sind. 

ileichzeitig folgt aus diesen Versuchen, dap die Bindung zwischen 
Polysaccharid—EiweiB nicht durch die im EiweiB anwesenden lipophilen 
Gruppen entstehen kann. 

Die anderen in dieser Arbeit besprochenen Probleme werden 
weiter verfolgt. 


—_— 
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Die Wirkung von Jodpyridonderivaten auf Streptococcen. 


Von 


A. Binz und H. Maier-Bode. 


(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin?.) 


(Eingegangen am 23. November 1932.) 


In Fortsetzung der Versuche von Binz und Rath zur chemo- 
therapeutischen Verwendung von Pyridinderivaten haben wir eine 
Reihe hierher gehérender Verbindungen, die zum Teil neu dargestellt 
wurden, auf ihre Vertriglichkeit an der Maus und im Granatenversuch 
auf ihre desinfizierende Kraft gegeniiber Streptococcen miteinander 
verglichen. 

Wenn auch Reagensglasversuche die Desinfektionswirkung in vivo 
nur unvollkommen wiedergeben kénnen*, so lassen sie doch Schliisse auf 
das Verhalten der Praparate im Tierversuch zu. Besonders wird man von 
jenen Substanzen, die in vitro unwirksam sind, in vivo bestenfalls geringere 
keimschidigende Wirkung erwarten diirfen als von jenen Verbindungen, 
die sich im Reagensglas als gute Desinfektionsmittel herausstellen. Der 
Reagensglasversuch gestattet also eine vorlaufige Sichtung der verschiedenen 
zu priifenden Praparate. 

In bekannter Weise wurden Granaten bei 180° sterilisiert, mit Strepto- 
coccen infiziert, in die wasserige Lésung des zu priifenden Desinfektions- 
mittels gebracht, '/,, 1 und 2 Stunden darin belassen, dann nach Abspiilen 
mit sterilem Wasser in sterile Nahrbouillonréhrchen geworfen und 
24 Stunden bei 37° bebriitet. Wo keine Streptococcen gewachsen, also 
Abtétung erfolgt ist, enthalten die Tabellen in der letzten Spalte das 


—-Zeichen, im gegenteiligen Falle ein +. Die Versuche wurden mit dem 
menschenpathogenen Streptococcenstamm Aronson angestellt. Fiir die 


vortreffliche Durchfiihrung der Tierversuche sind wir Frau Gerda Nossack 
zu Danke verbunden. 


1 Vorgetragen von A. Binz in der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
am 13. Juni 1932; friihere Mitteilung, diese Zeitschr. 262, 16, 1932. 

2 Es sind dies die in der Tabelle verzeichneten Prapurate IV, VIII, LX, 
X, XI, XV, XVII, XXI, XXIII, die auf Veranlassung von A. Binz 
von F. Ocariz (Dissertation Berlin 1932) dargestellt wurden. Die Pra- 
parate VI (Selectan), VII (Selectan .neutral), XIV (Uroselectan), XVI 
und XIX (Uroselectan B) verdanken wir der Firma Schering-Kahlbaum. 

3 Vgl. hierzu Morgenroth, Schnitzer u. Rosenberg, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1921, Nr. 44. 
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Die auBere strukturelle Ahnlichkeit der Oxypyridine mit dem 
Phenol (I) fithrt zundchst zu der Frage, ob hier auch bakterizide Analogic 
besteht. Es ist, wie die Tabelle zeigt, fiir 4-Oxypyridin (II) und 2-Oxy- 
pyridin (III) nicht der Fall, da diese selbst in 10°,iger Lésung nicht 
sterilisieren'. Fiihrt man aber Jod ein, so ist zwar das 5-Jod-4-oxy- 
pyridin (IV) ebenfalls unwirksam, das 5-Jod-2-oxypyridin (V) dagegen 
entfaltet in 0,5°%iger Lésung die Desinfektionskraft des Phenols, und 
wenn man das schwer lésliche 5-.Jod-2-oxypyridin in das leichter lésliche 
Natriumsalz VI (Selectan) oder das noch leichter lésliche N-Methy|- 
produkt VIL (Selectan neutral) tiberfiihrt, so bleibt die Vertraglichkeit 
weit iiber der des Phenols, dennoch aber werden die Streptococcen 
abgetétet, wenn auch erst durch héhere Konzentrationen als bei der 
Stammsubstanz V. Geht man mit Jod in die 3-Stellung des 2-Oxy- 
pyridins (VIII), so ist die Wirkung eine etwas schlechtere, hingegen 
wirken IX und X besser als die Isomeren VI und VII. Durch Ver- 
schiebung der ONa-Gruppe in die 4-Stellung (XI) erfolgt eine Ab- 
schwachung im Vergleich zu der isomeren Verbindung VI, ebenso 
wie bei IV im Vergleich mit V. 

Die Einfiihrung eines zweiten Jodatoms setzt wegen Sinkens der 
Léslichkeit der biochemischen Messung Grenzen. XII wirkt gar nicht, 
XIII wie Phenol. 

Die Léslichkeit laBt sich durch Carboxylgruppen auBerordentlich 
steigern, gleichzeitig aber auBern sie sich, wie auch in anderen Fillen 
salzbildende Gruppen?, stark dystherapeutisch, indem die Abtétung 
der Bakterien bei Mono- sowohl wie bei Dijodsubstitutionsprodukten 
an relativ hohe Konzentrationen gebunden ist oder ausbleibt (XIV, 
XV, XVI, XVII, XVIII). Ahnlich wie der Ubergang von VI in VII 
mit einer Wirksamkeitssteigerung verbunden ist, erhédht N-Methy- 
lierung von XVIII dessen desinfizierende Kraft (XIX). 

Von zwei zum Vergleich herangezogenen bekannten anderen 
Chemotherapeuticis, Rivanol (XXIV) und Trypaflavin (XXV), wirkte 
das erstere selbst 5°,ig gar nicht, das letztere gab 1 %,ig nach 2 Stunden 
eine Abtétung der Streptococcen. 

Wir haben einige der Praparate auch gegen Bacterium coli gepriift 
und fanden Abtétung bei Phenol (1°,ig nach 1 Stunde), Selectan (VI, 
4°.ig nach 2 Stunden), Selectan neutral (VII, 10°,ig nach 1 Stunde), 


1 Uber Versuche mit 3-Oxypyridin gedenken wir spater zu berichten. 
Die Frage, ob 2- und 4-Oxypyridine als solche oder als die tautomeren 
Pyridone reagieren, lassen wir unberiihrt. 

2 Siehe z. B. Schoeller u. Heck, diese Zeitschr. 140, 28, 1923. Frankel 
(Arzneimittelsynthese, S. 600, Berlin 1927) nennt ,,eine Kardinalregel bei 
der Arzneimittelsynthese, daB die Einfiihrung von Saéuregruppen in eine 
Verbindung deren Wirkung vernichtet oder wesentlich abschwacht.*‘ 
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dem mit Selectan isomeren IX (4° ig nach 2 Stunden), dem mit Selectan- 
neutral isomeren X (2°,ig nach | Stunde), bei Rivanol (1° ig nach 2 Stun- 
den), Trypaflavin (0,2°,ig nach 2 Stunden). AuBer durch die beiden letzt- 
genannten Verbindungen waren Bacteria coli stets schwerer zu _ beein- 
flussen als Streptococcen. 5-Jod-4-oxypyridinnatrium (XI) und die beiden 
Dijodverbindungen XII und XIII aéuBerten keine desinfizierende Kraft. 
Bromverbindungen (XX bis XXIII) erwiesen sich als ganz unwirksam; 
chemotherapeutisch ist also das Jod entscheidend!. 


Zur Theorie dieser Wirkungen ist folgendes zu sagen: Das Jod ist 
am Pyridonkern auBerordentlici fest gebunden (siehe die erste Spalte 
der Tabelle), wie daraus hervorgeht, daB bei achtstiindigem Erhitzen 
mit Wasser im geschlossenen Rohr bei 150° Jod (ebenso wie Brom) 


1 Zu ahnlichen Resultaten auf einem anderen Gebiet kamen Giemsa 
u. Hees (siehe Giemsa, Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 734, 1928): Yatren 
(7-Jod-8-oxychinolin-5-sulfosiure) ist ein wirksames Mittel gegen Amében- 
ruhr; ersetzt man aber sein Jodatom durch Brom oder Chlor, so geht die 
Wirkung auf Amében verloren. 
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entweder gar nicht abgespalten wurde oder nur in den kleinen Mengen, 
welche die Tabelle verzeichnet (als Jodion; die Bestimmung geschah 
durch Fallung mit Silbernitrat). Die Abspaltung ist hier wahrscheinlich 
auf den EinfluB des hydrolytisch abgespaltenen Alkalis zuriickzu- 
fiihren (VI, IX, XIII); aber auch dieses ist in anderen Fallen (XI 
und XII) belanglos. Sogar die Belastung des Molekiils mit zwei Jod- 
atomen oder einem Jod- und einem Bromatom (XVII) mindert die 
Haftfestigkeit des Halogens nicht. In 3- und 5-Stellung des Pyridinkerns 
ist also das Halogen auBerordentlich fest gebunden, was qualitativ 
schon bekannt war!. Die Desinfektionskraft der Jodpraparate kann also 
nicht, wie es mitunter geschieht und bei Verbindungen wie Jodoform 
vielleicht auch gerechtfertigt ist, auf Abspaltung von elementarem Jod 
bezogen werden. Vielmehr kommt das ganze Molekiil zur Geltung?, 
und innerhalb dieses das Jod vielleicht deshalb, weil es sich, anscheinend 
im Gegensatz zum Brom, an die Bakteriensubstanz zu binden vermag, 
ahnlich wie AK. A. Hofmann® fand, daB gegeniiber elementarem Jod é 
..von hochaggregierten oder polymerisierten Stoffen, wie insbesondere 
Seide, besondere chemische Wirkungen ausgehen*’. 


Die Parasitotropie des Desinfiziens diirfte auBer durch andere 
Faktoren* auch durch den Pyridonkern im Sinne der Farbetheorie 
unterstiitzt werden, entsprechend dem Lésungsvermégen fiir basische 
Farbstoffe, welches K. H. Meyer® bei ,,aus EiweiB geformten Gebilden* 
gefunden hat, wobei er auf die Wichtigkeit dieser Erscheinung auch 
fiir physiologische und pharmakologische Erscheinungen hinweist®. 
Enthalten die Praiparate aber Carboxylgruppen (XIV, XV, XVI, 
XVII, XVII, XIX), so sinken Organotropie und Parasitotropie, 
vielleicht deshalb, weil die erhéhte Wasserléslichkeit der Natriumsalze 
den Teilungskoeffizienten zuungunsten der EiweiBgebilde der Korper- 
zellen sowohl wie der Bakterien verschiebt. SchlieBlich diirfte dem 


1 Vel. Meyer-Jacobson, Lehrb. d. org. Chem. 2, 3. Teil, S. 789 u. 831; 
Magidson u. Menschikoff, B. 58, 113, 1925. 

2 Vel. hierzu Kindler, Arch. Pharm. 266, 394, 1928. 

3 Sitzungsbericht der preuf. Akademie der Wissenschaften, Phys.- 
math. Klasse, 1931, XXV. 

4 Vgl. zur Kenntnis der mannigfachen Vorgange, die bei der Des- 
infektion stattfinden kénnen, u. a. auch FR. O. Herzog u. R. Betzel, Hoppe- 
Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 309, 1910; J. Géssel, ebenda 88, 
103, 1913. 

5 Naturw. 15, 129, 1927. 

® DaB tatsichlich Chemotherapeutica von Krankheitserregern in 
groBen Mengen gespeichert werden kénnen, zeigen die in vivo-Versuche von 
Jancso (Klin. Wochenschr. 11, 1305, 1932) mit Trypaflavin und 2-(p-Acetyl- 
aminostyry])-6-dimeth ylamino-chinolinmethosulfat. 
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Pyridinkern als solehem ein wesentlicher biochemischer Einflu8 zuzu- 
schreiben sein. Diese Auffassung, die sich auf die Erfahrungen aus de: 
Biochemie der Alkaloide stiitzt, war der Ausgangspunkt fiir die Binz 
Rath-Arbeiten!. Eine Bestaitigung finden wir in der vergleichenden 
Priifung der Wirkung von Uroselectan und Yatren mit den jodfreien 
Stammsubstanzen auf Hefe (K. Scharrer und P. Schwartz)?. 


Uber die Praxis der Anwendung der Jodpyridone ist zu bemerken 
Das 1928 eingefiihrte Selectan (V1) hatte anfainglich Erfolg in der Veterina 
medizin*, der aber nicht anhielt *. Wir miissen es den Tierarzten iiberlassen 
zu der Ursache der Verschiedenheit der Ergebnisse Stellung zu nehmen, 
um so mehr, als es auBer dem echten ,,Galtstreptococcus‘ (Streptococcus 
agalactiae) noch andere biologisch abweichende Streptococcenarten be: 
Euterentziindungen gibt®. Wir beschranken uns darauf, auf die bekannte 
Tatsache hinzuweisen, da®B je nach der Virulenz der Erreger chemothera 
peutische Versuche sehr verschieden ausfallen kénnen ®. 


Wie verschieden sich Streptococcen gegen chemische Beeinflussung 
verhalten kénnen, zeigten uns Granatenversuche mit dem menschen 
pathogenen Stamm Aronson und mit den dem Kuheuter entnommenen 
Stémmen von ,,Streptococcus epidemicus 36 und 40° und ,,Henry*, die 
wir Herrn Seelemann verdanken. Bei den drei letztgenannten Stimmen 
erwies sich Selectan in der tiblichen 4°,igen Veterinaérpackung im Reagens 
glasversuch als unwirksam, im Gegensatz zu der Abtétung, die mit dem 
Stamm Aronson erzielt wurde (siehe VI in der Tabelle). 

Leichter léslich als Selectan und starker wirksam ist das N-Methy! 
5-jod-2-pyridon (VII, Selectan neutral, so genannt, weil es sich ohne Alkali 
lést). Im Granatenversuch erfolgte Abtétung bei folgenden Konzentrationen 
und Zeiten: 


' A. 453, 238, 1927; Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 452, 1930. 

2 Diese Zeitschr. 245, 218, 1932. 

3 Eine von Binz veranstaltete, von 259 deutschen Tierarzten be 
antwortete Rundfrage (vgl. Binz u. Rath, Tierarztl. Rundschau 34, 887. 
1928) hatte folgendes Ergebnis: 





Frische Alte S , = 

Mastitisfulle | Mastitisfulle | Prus¢ Ferkeleepei 
Insgesamt behandelte Tiere _| 1065 517 92 172 
Davon geheilt. . . .. . 797 183 78 164 
I es ae ec ee 123 83 -~ 2 
nicht gebessert . . . . 145 251 14 6 


4 Vgl. die Literatur fiir und wider Selectan in EZ. Mercks Jahresber. 
1927, S. 164, und 1928, 8. 139. 

5 Vgl. M. Seelemann, die Streptococceninfektionen des Euters, ins 
besondere der gelbe Galt. Hannover 1932, bei Schaper. 

® Derartige Verhaltnisse fand Kleine (Zeitschr. f. angew. Chem. 41. 
362, 1928) bei den Erregern der Schlafkrankheit, die sich in gewissen 
Gegenden Afrikas durch Medikamente nicht beeinflussen lieBen, mittels 
derer sie sonst wirksam bekaémpft werden kénnen. 
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nal Desinfizierende Konzentration (°/,) nach 
ler ~ 
" 1/4 Std 1 Std. 2 Std 
en Streptococcus epidemicus 36 . . . 4 4 2 
en ” ” a 10 10 10 

Fe s Henry. . 10 10 10 

= * Aronson 2 2 0.5 
m Es fand also auch bei denjenigen Staémmen Abtétung statt, bei welchen 
. Selectan versagt hatte, und zwar bei Strept. epidem. 36 schon mit 2" iger 
‘a Lésung bei hinreichend langer Versuchsdauer. 
™ Versuche am GroBtier, die mit besonderer Sorgfalt durchgefiihrt 
= wurden, fielen ebenfalls giinstig aus’. 
“ Selectan neutral ist noch nicht im Handel, so da’ ausgedehnte Er- 
“ 


fahrungen iiber seine etwaige Eignung zur Bekimpfung der Mastitis nicht 
vorliegen. Bemerkenswert aber ist, daB neuerdings Seelemann® berichtet, 


2 1 Herrn Dr. Scharr, dem Direktor des Bakteriologischen Instituts und 
A der Geschiaftstelle fiir Seuchen- und Veterinéirwesen der Landwirtschafts- 
ma kammer fiir die Provinz Brandenburg und fiir Berlin, verdankt A. Binz 


le folgenden Bericht (1. August 1928): 


on Die Anwendung von Selectan neutral hat zu Schaidigungen der be- 


handelten Tiere nicht gefiihrt. Nach der intraparenchymatésen Impfung 


o wurde allerdings in einzelnen Fallen infolge eintretender Blutungen im 
Eutergewebe eine maéBige Blutbeimengung in der Milch fiir etwa 24 Stunden 
| bemerkt. Die Infusionen und subcutanen Injektionen wurden gut vertragen. 
li Fiir die intraparenchymatése Behandlung standen dem Institut 17 er- 
n krankte Kiihe zur Verfiigung, die zunichst je 10 cem der 10°, igen Selectan 
neutral-Lésung in das Euter injiziert erhielten. Bei der notwendigen dritten 
und vierten Impfung wurde die Injektionsmenge auf 20 ccm erhéht. Eine 
Heilung konnte erzielt werden bei elf Tieren = 64,7°.,, Besserung bei 


einem ‘Tier 5,9°., unverdindert krank blieben zwei Tiere 


wihrend bei drei Tieren 17,6°,, eine Verschlechterung eintrat. 
/o Z 


Se ye 


> Die Infusionsmethode mit Selectan neutral konnte an 13 erkrankten 
i. Kiihen gepriift werden. 100ccem der 10°,igen Selectan neutral-Lésung 
wurden mit 300 cem abgekochtem Wasser verdiinnt und von dieser Lésung 
- wurden je 100 cem in jeden Strich kérperwarm infundiert. Da nach zwei- 
maliger Behandlung der betreffenden Tiere sich diese Behandlungsmethode 
als unzweckmaéBig erwies, wurde die weitere Behandlung intraparenchy- 


matés durchgefiihrt. Heilung zeigten in diesem Falle sechs Tiere 


46,1°,, 


unverindert krank blieben sieben Tiere = 53,9°,. Zwé6lf gesunde Tiere 
des infizierten Bestandes wurden prophylaktisch mit einer Selectan neutral- 
Vaccine behandelt, die durch die Abtétung der stallspezifischen Krankheits- 


erreger mit einer 10°, igen Selectan neutral-Lésung hergestellt 


wurde. 


Von dieser Vaccine erhielten die gesunden Tiere je 10 ccm zweimal im 
Abstande von 14 Tagen subcutan injiziert. Von den vorbeugend behandelten 
zw6lf Tieren blieben elf Tiere unveraéndert gesund, wahrend bei einem Tier 
nach voriibergehender Erkrankung durch weitere Injektionen Heilung 
bewirkt werden konnte. Mit der Behandlung wurde Oktober 1928 be- 
gonnen, abgeschlossen wurde der Versuch im Mai 1929, also nach einer Be- 


s obachtungszeit von etwa 8 Monaten. 
2 Privatmitteilung an A. Binz. 


24 * 
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er habe am Selectan neutral ,,eine giinstige Eigenschaft entdeckt, welch: 
keinem anderen Chemotherapeuticum zukomme: den vollkommenen Mange!) 
schadlicher Reizwirkung im Euter und nicht die sonst immer beobachtet: 
Beeintrachtigung des Milchertrages’. Lichtwitz hat gefunden?, daB bei 
Anwendung von Selectan neutral am Menschen keinerlei Jodschiaden 
auftreten. 

Die Vertriglichkeit des Selectan neutral wird noch iibertroffen durch 
die des Uroselectans (XIV), von welchem man dem Patienten zur réntgenolo 
gischen Sichtbarmachung von Nieren und Harnwegen die unerhért grok 
Menge von 40g, entsprechend 16,87 g Jod, intravenés ohne die geringste 
Schaddigung einfl6Ben kann ®*. 

Aus alle dem folgt: Wdhrend man bisher Jodverbindungen immer 
fiir mehr oder weniger unvertriglich oder giftig hielt, zeigt sich an den 
Jodpyridonen, da Jod in geeigneter organischer Bindung selbst in groBen 
Gaben vollkommen ungiftig sein kann. Hiermit ist fiir die Biochemi 
der Jodverbindungen ein grundsdtzlich neuer Gesichtspunkt gewonnen 


Das hat sich auf pyelographischem Gebiet bereits dahin ausgewirkt. 
daB die Einfiihrung des Uroselectans zum erfolgreichen Suchen nach 
anderen, als Kontrastmittel anwendbaren Jodpriparaten angeregt hat. 
von denen in letzter Zeit bereits drei, das Abrodil (CH,J .SO,Na)*%, das 
Uroselectan B (XIX) und das Per-Abrodil (Diaithanolaminsalz der Séurs 
von XVI) im Handel erschienen sind. 

Diese Entwicklung diirfte damit keineswegs abgeschlossen sein. Ob 
in ihrem weiteren Verlauf neue Réntgenkontrastmittel herauskommen. 
oder innere Desinfizientien, hingt vom biochemischen Zufall ab, da man 
weder die ,,Harnfahigkeit‘‘4 der Préiparate noch ihre Wirkung auf Krank 
heitserreger voraussehen kann. Das Wesentliche ist zunidchst, daB man 
wei: Es lohnt sich, mit neuer Einstellung an den weiteren Ausbau de 
Biochemie des Jods® heranzugehen und nach den ungiftigen Praparaten zu 
suchen, die in so groBen Mengen anwendbar sind, das dadurch bisher nicht 
erreichte Wirkungen erzielt werden. 


' Der Chirurg 2, 358, 1930; vgl. H. Strauss, Zentralbl. f. inn. Med. 
1932, Nr. 18a, S. 733. 

2 Binz, Rath, v. Lichtenberg, Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 432, 1930. 

8 Dijodmethansulfosaures Natrium (CHJ,.SO,Na) wurde auf Ver- 
anlassung von A. Binz zum Zwecke der pyelographischen Priifung von 
G. Krause im Chem. Inst. d. Landw. Hochschule Berlin nach dem Ver- 
fahren von Backer (Rec. 45, 833, 1926; siehe Binz, u. Maier-Bode, diese 
Zeitschr. 252, 16, 1932) dargestellt. Uber das klinische Resultat hat 
A. v. Lichtenberg berichtet (The British J. of Urology 165, 199, 1931). Das 
Praparat ist Gegenstand der amerikanischen Patentanmeldung 1868602 
der Winthrop Chemical Co. (Chem. Centralbl. 1932, IT, 2683). 

4 Siehe Binz u. Maier- Bode, diese Zeitschr. 252, 16, 1932. 

5 Eine Zusammenstellung der klinisch verwendeten Jodpraparate findet 
sich in der vom Komitee fiir Chilesalpeter herausgegebenen Broschiire : 
Jod, ein Uberblick iiber seine Biologie und pharmakologische Bedeutung. 
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Nachtrag zur Halbmikromethode der Kohlenstoffbestimmung 
in biologischen Fliissigkeiten von T. Osuka’. 


Von 
H. R. Kanitz. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 23. November 1932.) 


Die Veranlassung zu diesem Nachtrag geben die seit Erscheinen der 
Arbeit von 7’. Osuka dauernd erfolgenden Anfragen im Laboratorium von 
A. Bickel iiber Einzelheiten der technischen Durchfiihrung der Osukaschen 
Methode, die seinerzeit in diesem Laboratorium ausgearbeitet wurde, 
wie auch Anfragen tiber die Berechnung der Analysenresultate. Die textliche 
Darstellung ist allerdings bei Osuka nicht so tibersichtlich, wie es fiir 
methodische Vorschriften wiinschenswert erscheint. Darum sei das Wesent- 
liche in aller Kiirze noch einmal zusammengefaBt. 

T.Osuka nahm die alte Bestimmungsmethode von Nicloux wieder 
auf und macht diese durch die Verbesserung der Apparate zur Durch- 
fiihrung serienmaBiger Bestimmungen geeignet. Ein Gemisch von Kalium- 
bichromat, konz. Schwefelsiure und Silberbichromat bewirkt die nasse 
Oxydation der organischen Substanz in biologischen Fliissigkeiten, nachdem 
die Fliissigkeit von wasserfreiem Natriumsulfat aufgenommen ist. Unter 
vermindertem Druck absorbiert vorgelegte 2n Kalilauge in einer Birne 
die anfallende Kohlenséure. Durch doppelte Umsetzung wird das K,CO, 
in BaCO, verwandelt, das sich mittels der Zentrifuge von der Lauge gut 
abtrennen laBt. Nach zweimaliger Waschung wird das Bariumcarbonat 
in einer genau abgemessenen Menge n/10 Salzséure gelést. Die zur Lésung 
des BaCO, nicht verbrauchte Salzsiure ermittelt man durch Titration mit 
n/10 Lauge aus einer Mikrobiirette. Wir benutzen fiir unsere Bestimmungen 
n/10 Lauge und Saure, da wir so hinreichend genaue Werte erhalten. Weil 
es bei zahlreichen Analysen zu unbequem ist, eine Salzsiure nach der Art 
von Pregl darzustellen, fiigen wir zu der Saéure jeder Bestimmung 2 bis 
3 Tropfen gesittigte, alkoholische Indikatorlésung (Methylrot) hinzu, 
ohne den Titer der Salzsiure merkbar zu beeinflussen. Durch den CO,- 
Gehalt des Arbeitsraumes und durch den der Reagenzien wird ein Korrek- 
tionsfaktor von 0,15cem n/10 Saéure nétig. 

Berechnung. {[(N — n) — 0,15].0,6 = mg C in den zur Untersuchung 
eingefiillten Kubikzentimetern biologischer  Fliissigkeit. N Anzahl 


1 Diese Zeitschr. 244, 284. 1932. 
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Kubikzentimeter, die zur Lésung des Ba('O, vorgelegt wurden. n Anzahl! 
Kubikzentimeter, die zuriicktitriert wurden. 

(N mn) sind dann die von dem BaCQO, zur Lésung verbrauchten 
Kubikzentimeter Salzsaure. 

0,15ceem n/10 Salzséure werden als Korrektur abgezogen (Nicloux) 
1 cem n/10 Salzséure entspricht 0,6 mg C. 

is miissen also die Kubikzentimeter, die nach Abzug der Korrektu: 
von Bariumcarbonat verbraucht wurden, mit 0,6 multipliziert werden, 
um die Menge C zu finden, die in der zur Analyse gebrachten Menge Fliissig 
keit enthalten ist. 


Beispiel. 1 com Harn einer Ratte wurde analysiert. N 15,000 cem 
HCl wurden zum Lésen des BaCO, vorgelegt. = 2,350 cem n/10 Lauge 
wurden beim Zuriicktitrieren verbraucht. (N — n) = 15,000 — 2,350 


12,65. 0,15cem n/10 HCl werden als Korrektur abgezogen, also 12,50. 
12,50 . 0,6 = 7,50. 1 cem Harn dieser Ratte enthalt 7,50 mg C. 

Die Halbmikromethode von Osuka hat sich seit ihrem Erscheinen 
zweifellos sehr bewahrt. Das beweisen u. a. die zahlreichen Arbeiten, die 
mit dieser Methode durchgefiihrt und veréffentlicht sind. Die Ubungs 
analysen wurden im hiesigen Laboratorium immer an Kontrollsubstanzen 
vorgenommen. Auf meine Veranlassung verlieBen wir aber die von Osuka 
angegebene Konstruktion des Glasschliffes, der die beiden Birnen triagt. 
Die glastechnisch sehr schwierig auszufiihrende Arbeit hielt auch bei sorg- 
faltigster Ausfiihrung den starken Temperaturdifferenzen nicht immer 
stand, was hohe Reparaturkosten und Verlust kostbarer Substanz zur Folge 
hatte. Bei der neuen Anordnung ragt das zur Absorptionsbirne fiihrende 
Glasrohr um ein geringes in den Normalschliff hinein, das Rohr des Schwefel- 
sdureeinflusses ist direkt an den Schliff angeschmolzen. AuBerdem wurde 
das Glasrohr in der Absorptionsbirne verkiirzt, um auch mit gréBeren 
Fliissigkeitsmengen Analysen bequem durchfiihren zu kénnen. Durch 
diese kleinen Anderungen wird das Schliffstiick véllig bruchfrei bei gleicher 
Genauigkeit der Analysen. 
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Uber die Mineralstoffe des Knorpels 


Von 


Walter Silber. 
(Aus dem pharmakologischen Institut zu Heidelberg.) 


(Eingegangen am 23. November 1932.) 


I. 

Uber die mineralische Zusammensetzung des Knorpels hat Bunge (1) 

einige Angaben gemacht. 
_ Von diesen ist besonders auffallig der Befund eines ungefahr vierfachen 
Uberschusses von Natrium iiber Kalium im Knorpel aus der Nasenscheide- 
wand des Schweines und dem Schultergiirtel des Haifisches. Einen so 
hohen Natriumgehalt finden wir sonst in keinem tierischen Gewebe. Bunge 
nimmt an, daB der Knorpel als zu den phylogenetisch altesten Geweben 
gehérig, seine im Sinne der Deszendenztheorie urspriingliche mineralische 
Zusammensetzung, die dem kochsalzreichen Meerwasser als der damaligen 
Umgebung stark ahnelte, von allen Geweben der Wirbeltiere am langsten 
beibehalten habe. 

Eine eingehende systematische Untersuchung des Mineralgehalts 
im Knorpel erschien uns deshalb wichtig, weil bei den verschiedensten 
Erkrankungen am _ bindegewebigen Stiitzapparat Verdinderungen in 
den mineralischen Depots auftreten kénnen. Der Knorpel kann als 
besonders leicht zugainglicher Reprisentant der Stiitzgewebe tiberhaupt 
angesehen werden. 

Als Material benutzte ich lufttrockenen Knorpel von Kaninchen- 
ohren, der noch einen Wassergehalt von 12% hatte (Zahlenbelege siehe 
unten). Die Mineralien wurden aus 20 g fein zerschnittenem Knorpel- 
gewebe nacheinander mit Wasser, n/5 Essigsiure, n/10 HCl und n/1 HCl 
extrahiert. Durch diese Methode hoffte ich ein von EiweiSstoffen 
méglichst freies Extrakt zu erhalten, was allerdings nicht gelang. 
Stets wurde von der wisserigen Fliissigkeit auch ein Anteil der or- 
ganischen Substanz aufgenommen. 


Die Knorpelsuspension wurde unter Zusatz einiger Tropfen Chloroform 
alle 12 Stunden mit 200 ccm neuen Wassers versetzt und wahrend der 
Extraktion im Eisschrank gehalten. Die durch Glaswolle filtrierten Extrakte 
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wurden gesammelt und auf dem Wasserbad eingeengt. Alle 2 Tage wurd 
eine Probe von 50 ccm auf Trockensubstanz und Salzgehalt gepriift. Nach 
19tagigem Extrahieren ging der Salzgehalt einer Tagesportion bis aut 
Img zuriick. Danach wurde der Knorpel mit n/5 Essigséiure versetzt. 
Er quoll stark auf und wurde glasig durchsichtig. Im Verhaltnis zw 
wasserigen Extraktion lésten sich aus dem Knorpelgewebe wenig anorgani 
sche und organische Substanz. Nach Erschépfung des Materials wurcd 
dann mit Salzsiure in den angegebenen Konzentrationen behandelt. De 
schlieBliche Riickstand wurde bei 50° bis annahernd zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und gewogen, der Salzgehalt nach Veraschung bestimmt. 


Tabelle I gibt die aus den Extrakten gewonnenen Werte wieder. 
Die aus den salzsauren Extrakten und dem Restriickstand gewonnenen 
Zahlen entsprechen natiirlich im wesentlichen den in Salzsaure léslichen 
(und umgesetzten) Mineralbestandteilen; doch wurde der in Salzsiure 
unlosliche geringe Riickstand an Kieselsiure einbegriffen. 


Tabelle I. 





Organische 





Dauer | + anorganische Salze 
der Ex- Substanz 
traktion|}——__—_ - 
in léslich in H,O | unlésl.in H,0 
Tagen g GFN Cisiccisstntentbonnndtantivns hetgierite 
mg mg-? 5 mg mg-% >» 
1. Wasserextrakt. . . .. 18 2,1097 114 702, 3620 243) 125 
2. Essigsiureextrakt ... 41 04407 22 87,6 194 16,0 83 
3. n/l0 HCl-Extrakt ... i) 0.3191 1,6 8,8 45 
4. n/HCl-Extrakt. . . . . 8 1,9928 10,0 4,8 25 
5. Restriickstand d. Knorpels 14,5540 72,2 = 10,7 55 





19,4 97,4 7645. 3939 40,3| 208 
$40.3 +208 
In 19,4g¢ trockenen Knorpels sind insges. an Salzen 804,8 4,15 g-/o 


Die Aufarbeitung hat also gelehrt, daB selbst bei einer nicht un- 
bedingt erschépfenden Extraktion mit Wasser doch neun Zehntel 
der vorhandenen 4% Salze herausgeliést werden, wenn auch zugleich 
mit einem Zehntel der organischen Substanz. Nach der Veraschung geht 
ein kleiner Teil dieser Salze (3,3°%) in wasserunlésliche Form iiber, 
vermutlich durch Kohlensaureverlust. 


Ein anderer Teil von Mineralstoffen, wenn auch weniger als ein 
Zehntel der Gesamtmenge, haftet aber offenbar sehr zih an der or- 
ganischen Substanz und wird auch durch Saure nur unvollkommen 
ausgezogen. Betrug der urspriingliche Mineralgehalt des trockenen 
knorpeligen Materials anfinglich 4,2°%, so sank er nach dem Auszuge 
mit Wasser auf 0,45°, mit Essigsiure auf 0,14 °%, mit zehntelnormaler 
Salzsaure auf 0,09°%, mit Normalsalzsiure auf 0,07 %. 
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Il. 

Die erhaltenen Aschen wurden weiter analysiert. Der in H,O 
lésliche Anteil des Wasserextraktes wurde in 100 ccm H,O (La), der 
unlésliche in 50 ccm verdiinnter Salzsiure (1b) aufgenommen. Die 
léslichen Salze des Essigsiureextraktes wurden auf 50 ccm H,O (2a), 
die unléslichen auf 50 cem verdiinnter Salzsiure (2b) aufgefiillt. In 
diesen Lésungen erfolgte die Bestimmung der einzelnen Salzionen 
nach folgenden Methoden. 


Natrium: Die von Barber und Koltho/f (2) angegebene und von Sjollema 
und Dienske (3) nachgepriifte und verbesserte Methode erwies sich als 
anwendbar. Sie beruht darauf, daB Na mit Uranylzinkacetat eine Ver- 
bindung (U O,),Zn Na(CH,COO), . 6 aq. eingeht, die gravimetrisch in einem 
Berliner Porzellanfiltertiegel bestimmt wird. Wir fanden in _ einigen 
Proben bei Vorlage von 0,5 bis 8 mg keinen gréBeren Fehler als bis 5 
Kalium wurde nach der iiblichen Methode von Kramer und Tisdali (4) 
mit Hexanitrokobaltiatreagens gefallt, der Niederschlag vor der iiblichen 
Titration mit KMnOQ, in einen Berliner Mikrofiltertiegel gebracht und 
nach einer von Remy (5) angegebenen Vorschrift auf der Mikrowaage 
bestimmt. Diese gravimetrische Bestimmung hatte eine Fehlerbreite von 

1°. Das Ergebnis der titrimetrischen Bestimmung differierte mit dem 
Resultat der gravimetrischen um 2°... Caleium wurde als Calcium- 
oxalat gefallt und nach bekannter Mikromethode mit n/100 KMn 0, titriert. 
Magnesium wurde nach der von Berg (6) eingefiihrten 8-Oxychinolinmethode 
bestimmt. Das 8-Oxychinolin, das in reinstem Zustande mit Mg ein schwer- 
lésliches inneres Komplexsalz eingeht, wird durch Bromierung jodometrisch 
bestimmt. Unter Beachtung der von Bomskov (7) und von Eichholtz und 
Berg (8) besprochenen Fehlerquellen und notwendigen Verbesserungen 
bekamen wir Werte, die bei Bestimmungen von 0,01 bis 0,1 mg Mg eine 
Fehlerbreite von + 3°, hatter. Chlor wurde nach der iiblichen Methode 
von Volhard titrimetrisch bestimmt. Sulfat wurde in schwach salzsaurer 
Lésung mit BaCl, siedend heiB gefallt, nach mehrstiindigem Absitzen auf 
einem Mikrofiltertiegel gesammelt und auf der Mikrowaage gewogen. 
Die Phosphatbestimmung geschah nach dem Prinzip von Newmann (9) 
durch Fallung mit Molybdat und alkalimetrischer Titration unter Beriick- 
sichtigung der Angaben von IJversen (10). Doch wurde der Phosphor- 
ammoniummolybdatniederschlag nicht vom Filter abgespiilt, sondern 
mitsamt Filter (Schleicher u. Schill, R. T. P. 575) in ein GefaB mit der vor- 
gelegten Menge n/10 NaOH gebracht. Zu gleicher Zeit wurde ein Leer- 
versuch mit derselben Art Filter angesetzt. Die Methode arbeitete mit 
einer Genauigkeit von 3°, Fehler bei Vorlage von 0,1 bis 0,56mg P. 

In den folgenden Tabellen IJ bis V sind die Analysenresultate, 
und zwar Mittelwerte von Doppelbestimmungen angefiihrt, wobei der 
erhaltene Mittelwert auf die Gesamtmenge des jeweiligen Extraktes 
berechnet wurde (Belege siehe unten). Die sauren und basischen Aqui- 
valente sind gegeniibergestellt. 


Die Summe der in den Einzelanalysen gefundenen Kat- und 
Anionen entspricht gut der vorher gewogenen Aschenmenge: Sie betragt 
nimlich 757 mg gegen 780 mg Asche aus Wasser und Essigsiureextrakt. 
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Tabelle 
Lésliche Salze des Wasserextraktes la: 


ae. 


702,6 mg. 





SO, 
Cl 
HPO, 


Tabelle III. 


Séuren 
. mg ai mg-Aquivalent 
267.4 5,57 
113,6 3,20 
40,0 0,83 
421,0 9,60 


In H,O unlésliche Salze des Wasserextraktes 1b: 24,3 mg. 





HPO, 
SO, 


Tabelle IV. 


Lésliche Salze des Essigsiureextraktes: 37,3 mg. 


Siéuren 


mg 
15,5 


15,5 


mg-Aquivalent 





SO, 
Cl 
HPO, 


Tabelle V. 


‘In H,O unlésliche Salze des Essigsiureextraktes: 16,0 mg. 


Sd&uren 
mg 


28,3 
0,5 


28,8 


mg-Aquivalent 


0,57 
0,02 


0,59 








HPO, 
SO, 


Basen 
“| mg Ssmg-Aquivalent 
Na 163,9 7,13 
K 88,0 2,26 
Ca 0,5 0,03 
Mg 0,1 0,01 
252,5 9,43 
Basen 
omg | “mg-Aquivalent _ 
Ca 6,3 0,32 
Mg 0.8 0,07 
7,1 0,39 
Basen 
mgs mg-Aquivalent. 
Na 1,0 0,04 
K 2.9 0,07 
Ca 8,3 0,41 
Mg 0,5 0,04 
12,7 0,56 
Basen 
mg mg-Aquivalent 
Ca 5,8 0,29 
Mg 0,2 0,01 
6,0 0,30 


Die Analysen bestiatigten den Befund von Bunge (1). 


Sauren 


mg 


13,7 


13,7 


mg-Aquivalent 
0,28 
0.28 


Auch im 


Ohrknorpel des Kaninchens iiberwiegt unter den Kationen das Natrium 
(mit drei Viertel aller wasserléslichen Basenaiquivalente). Es wird voll- 
stiindig durch Wasser ausgezogen, denn der im Essigsiureextrakt noch 
erhaltene Befund von 0,6 °% des gesamten Natriums kann als Zeugnis 


unvollkommener Erschépfung mit Wasser gelten. 
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ist es bemerkenswert, daB das Kalium im Essigsiureextrakt in der 
doppelten aquivalenten Menge auftrat, wihrend es im Wasserextraxt 
kaum ein Drittel des Natriums ausmachte; man kénnte in dieser Zah! 
vielleicht ein Argument dafiir sehen, daB dieses Kalium erst bei der 
Verbrennung der extrahierten organischen Substanz frei wird. 

Bemerkenswerterweise wird die Hauptmenge des Calciums erst 
durch Saéure extrahiert und zwar mehr als dem Phosphorsiureaquivalent 
selbst fiir dreiwertige Phosphorsiure entspricht. Die aus den Salz- 
siureextrakten und aus dem Knorpelriickstand gewonnenen Salze 
wurden qualitativ auf Na, K, Ca, Mg, SO, und H PO, gepriift. Ca und 
SO, waren in deutlicher Menge, Na und K nur in verschwindend geringen 
Spuren vorhanden. Kin geringer Rest des Veraschungsriickstandes 
léste sich nicht in HCl und stellte offenbar die im Knorpel in geringer 
Menge vorhandene Kieselsdiure dar. ‘ 

Betrachtet man die basischen und sauren Aquivalenzen in den 
verschiedenen Extrakten, so stimmen beide Seiten der Bilanz unerwartet 
gut miteinander iiberein. Nirgends besteht ein BaseniiberschuB, nirgends 
sind also in der Endasche Carbonate aufgetreten. Dennoch ist natiirlich 
nicht bewiesen, daB —- wie in der Endasche -— auch im organischen 
Gewebe die Salze ausschlieBlich als Chloride, Sulfate und sekundire 
Phosphate vorhanden gewesen seien. Denn sowohl von der Phosphor- 
siure wie von der Schwefelsaiure, die allein 57°, der gesamten Saure- 
aiquivalente deckt, wenn sie namlich als zweiwertig gerechnet wird, 
ist bestimmt nur ein Teil als freie anorganische Saure vorhanden, 
waihrend der andere in Esterform (wie Kohlenhydratphosphat oder 
Chondroitinsulfat) vorliegt; daher ist nur ein Teil dieser Sauren als 
zweiwertig, ein unbestimmter, doch sicher nicht ganz unbetrachtlicher 
Anteil aber nur als einwertig zu rechnen (wobei auch anorganisches 
Monophosphat eingeschlossen sei). Auf der anderen Seite ist es aber 
auch méglich, daB bei der Veraschung der mit den Salzen extrahierten 
organischen Substanz auch ein UberschuB8 an solchen Sauren -—— wie 
Salzsiure, Schwefelsiure — auftrat, die bei weiterem Erhitzen in Gas- 
form mit entwichen. Die erhaltenen Befunde miissen also noch mit 
Hilfe anderer Verfahren (Dialyse, Ultrafiltration und dgl.) erganzt 
werden, ehe man sich ein einigermaBen zutreffendes Bild von dem 
Zustand der Mineralstoffe im Knorpel machen kann. 


ILI. 
Zahlenbelege. 
Bestimmung des Wassergehaltes des lufttrockenen Knorpels. 


Zweimal 1,0 g Knorpel bei 50° bis zur Gewichtskonstanz 84 Stunden ge- 
trocknet. 


I. Bestimmung: Wasserverlust 0,121 g 
II. = “a 0,123 g 
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Bestimmungen der Anionen von Lésung la. 


Cl: leem der Lésung la vorgelegt, ergab mit n/10 AgNO, gefallt und 


mit n/10 Ammonrhodanid titriert in jeder Bestimmung 1,136 mg (| 
S0O,: Zweimal je 5ccm vorgelegt. 
1. Bestimmung: BaSO,-Niederschlag 32,89 mg oder SO, 13,53 m, 
Ll. * BaS O,- ss 33,12 .,, » 80, 13,31 
r Zweimal je 2 ccm vorgelegt. 
Phosphorammonmolybdat mit n/10 NaOH titriert. 


1. Bestimmung: 0,271 mg P 
LI. * 0206 « F 


Werte der Kationen von Lésung la. 


Na: Zweimal je 5ccm vorgelegt. 
g 


1. Bestimmung: Uranylzinknatriumacetat 0,5451 g oder Na 8,15 mg 


IT. -E ae 0.54952 ,, Na 8,2] 


K: Zweimal je 5ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: K, NaC O(NO,), . 6 H,O 30,349 mg oder K 4,360 my. 
Niederschlag titriert mit 6,23 cem KMnO,/10 4,31 mg K. 
11. Bestimmung: 31,27 mg Niederschlag oder 4,49mg K. Nieder- 
schlag titriert mit 6,07 cem KMn0O,/10 4,42 mg K. 
Ca: Zweimal je 10 ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: Ca 0,54 mg 
Il. vi Ca 0,50 ,, 


Mg: Zweimal je 10 ccm vorgelegt. 


I. Bestimmung: Mg 0,011 mg 
I]. i Mg 0,010 ,, 


Bestimmung der Anionen von Lésung Ib. 
P: Zweimal je 2ccem vorgelegt. 
‘I. Bestimmung: 0,20 mg P 
II. és 027, Ff 
SO,: Kein Niederschlag in 3 ccm. 


Bestimmung der Kationen von Lésung Ib. 
Na, K: In je 3cem der Lésung kein Niederschlag sowohl von Na mit 
Natriumreagens als auch von K mit Kaliumreagens. 
Ca: Zweimal je 3ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: 0,378 mg Ca 
II. ¥ 0,380 ,, Ca 


Mg: Dreimal 2 ccm vorgelegt. 


I. Bestimmung: 0,032 mg Mg 
IT. in 0,034 ,, Mg 
III. a 0,034 ,, Mg 
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Bestimmungen der Anionen von Lésung 2a. 


Cl: Je leem mit n/50 AgNO, gefallt und n/50 Ammonrhodanid titriert. 


I. Bestimmung: 0,007 mg 
II. “a 0,014 
SO,: Zweimal je 3ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: BaS O,4-Niederschlag 4,100 mg, SO, 1,687 mg 
II. Ba SO,- a 4,159 ., SO, 1,711 


P: In 2cem kein Niederschlag. 


Bestimmung der Kationen von Lésung 2a. 
Na: Zweimal je 5ccem vorgelegt. 
I. Bestimmung: Uranylzinknatriumacetat 0,0067 g, Na 0,1 mg 
IT. Se a 0,0068 g, Na 0,1 
K:  Zweimal je 5ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: K,NaCO(NO,),.6H,O 1,9901 mg, 0,286 mg K. 
Niederschlag titriert mit 4,03 cem KMn0O,/100 — 0,286 mg K. 
Il. Bestimmung: 2,003 mg Niederschlag oder 0,287 mg K. Nieder 
schlag titriert mit 4,04 ccm KMn0O,/100 — 0,287 mg K. 
Ca: Zweimal je 3ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: 0,5 mg 
Ll. > 0,5 
Mg: Zweimal je 2 ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: 0,028 mg Mg 
I. ‘ 0,028 ,, Mg 
IIT. am 0.029 ,, Mg 


Bestimmung der Anionen von Lésung 2b. 
FP: Zweimal je 2cem vorgelegt. 
I. Bestimmung: 0,176 mg P 
a. - Mie ws = 


SO,: In 3cem kein Niederschlag. 


Bestimmung der Kationen von Lésung 2b. 
Na, K: In je 3 ccm kein Niederschlag sowohl von Na mit Natriumreagens 
als auch von K mit Kaliumreagens. 
Ca: Zweimal je 3ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: 0,36 mg Ca 
I. ma 0,35 ,, Ca 
Mg: Zweimal je 2 ccm vorgelegt. 
I. Bestimmung: 0,072 mg Mg 
Il. 0,069 .,, Mg 


Zusammenfassung. 


1. Der von Bunge erhobene Befund, daB sich im Knorpelgewebe 
des Haifisches und der Nasenscheidewand des Schweines ein deutlicher 
Uberschu8 von Natrium iiber Kalium findet, konnte am Knorpel 
des Kaninchenohres bestatigt werden. 
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2. In lufttrockenem Knorpel fanden sich etwa 4°, Asche und dari, 


ungefahr 22 %, Natrium, 12% K, 3% Ca, 2% Mg, 40% SO,, 7% P.O, 
15% Cl. 


3. Durch wiasserige Extraktion wurden innerhalb 3 Wochen 
9) °%, der im Knorpel gelagerten Mineralien (allerdings zugleich mit 10°, 


der organischen Substanz) ausgelaugt. 


Literatur. 
1) Hoppe-Seylers Zeitschr. 28, 300, 452, 1899. 2) J. of Amer. Chen 
Soc. 50, 1625, 1928. 3) Diese Zeitschr. 248, 396, 1931. 4) J. of biol 
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32, 1931. 8) Diese Zeitschr. 225, 352, 1930. 9) Hoppe-Seylers Zeitschr 
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Uber die Wirkung von Blausiure auf Methylglyoxal. 
Von 
€. V. Smythe'. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23, November 1932.) 


DaB Methylglyoxal aus einer Lésung verschwindet, der man 
eine geringe Menge Cyanid zugesetzt hat, wurde zuerst von Meyerhof 
beschrieben (1) und spater von Ariyama (2) bestitigt. Meyerhof 
stellte fest, daB der EinfluB des Cyanids kataytischer Natur war 
und daB wiahrend der Reaktion eine Saure gebildet wurde. Er 
stellte die Vermutung auf, daB diese Siure Milchsiure sei. Ariyama 
zeigte, daB die gebildete Saure nicht Milchsiure war, aber er fand 
nicht, was fiir eine Saure es war. Ariyama fand, daB in einer 
Lésung von Methylglyoxal und Cyanid zugesetztes Methylenblau 
wihrend der Reaktion reduziert wird. Methylenblau wird unter diesen 
Bedingungen weder von Methylglyoxal noch von Cyanid reduziert, 
wir haben also hier ein Beispiel einer Aktivierung, das im Hinblick 
auf das Problem der Kohlenhydrataktivierung von Interesse ist. Auf 
Veranlassung von Herrn O. Warburg habe ich untersucht, welche 
chemischen Reaktionen eintreten, wenn Methylglyoxal mit Blausaure 
zusammengebracht wird. 

In zwei kurzen Notizen habe ich bereits die hauptsachlichen 
Ergebnisse dieser Arbeit mitgeteilt (3). Hier will ich alle Ergebnisse 
und die experimentellen Unterlagen wiedergeben. 


Inhalt. asin 

1. Darstellung und Bestimmung von Methylglyoxal ..... . . 372 
EE en ae ae ee er 
a) EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration . ...... . . 372 
b) Einflu8 der Cyanidkonzentration ............ =. 374 
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1 Einen Teil dieser Arbeit fiihrte der Verfasser als Fellow of the 
National Research Council U.S.A. aus. 
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1. Darstellung und Bestimmung von Methylelyoxal. 


Das Methylglyoxal wurde nach der Methode von H. O. L. Fischer 
und Feldmann (4) aus Dioxyaceton gewonnen. Die reine Substanz 
wurde gewogen und in der gewiinschten Verdiinnung in Wasser gelést. 
Die Konzentration wurde manometrisch kontrolliert, indem in einer 
Bicarbonatlésung das Methylglyoxal durch das Enzym Glyoxalase 
in Milchsiure umgewandelt wurde. [Als Glyoxalase diente ein wasseriger 
Extrakt von Rattenleber. Die Leber wurde im Tier blutfrei gespiilt 
und mit drei Gewichtsteilen Wasser verrieben. Dann wurde zentri- 
fugiert.| Die nach dieser Methode erhaltenen Werte stimmten genau 
mit der Einwage iiberein. 


2. Anaerobe Siurebildung. 


Die anaerob gebildete Saure wurde manometrisch bestimmt. in- 
dem die aus einer Bicarbonatlésung ausgetriebene Menge Kohlendioxyd 
manometrisch gemessen wurde, wie in Protokoll I zu sehen ist. Die 
Menge Methylglyoxal ist in Kubikmillimeter angegeben, obwohl diese 
Substanz natiirlich nicht als Gas vorliegt. Ich werde mich dieser 
Ausdrucksweise auch weiterhin bedienen, denn es vereinfacht die Aus- 
rechnung bei der Betrachtung manometrischer Versuche. [Ein Mol 
Methylglyoxal = 22400 cem (9°, 760 mm)]. In dem Protokoll sind 
Versuche bei drei verschiedenen py-Werten in der Nahe des Neutral- 
punktes angegeben. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde aus 
dem Kohlendioxyddruck und der Bicarbonatkonzentration berechnet. 
Im Einsatz des ReaktionsgefaBes befand sich Chromchloriir, um 
den Sauerstoff zu entfernen. Aus der ersten Spalte ersieht man, 
was man beim Schiitteln von Methylglyoxal mit Bicarbonat ohne 
Zusatz von Cyanid erhailt. Aus den anderen drei Spalten ersieht 
man, da die gebildete Saure ungefihr 50°, des Methylglyoxals 
ausmacht und die Menge des zugefiigten Cyanids um mehr als das 
Sechsfache iibertrifft. 





Protokoll I. 
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Die Wirkung verschiedener Cyanidkonzentrationen auf die Ge- 


schwindigkeit der Reaktion ersieht man aus Protokoll II. 


Protokoll II. 


Wirkung verschiedener Konzentrationen von Cyanid. 
Methylglyoxal 300 cmm. ¢ = 38°. 


Gasraum 5 Vol.-°,, CO,, 95 Vol.-°,, Argon. 





GefaB Nr. .. I II Ill 


Hauptraum . . | 1,8ccm 0,025 mol. NaHCO, 1,8 ccm 0,025 mol. NaHCO, 1,8 cem 0,025 mol. NaH ¢ 
0,leem 1.10-2 mol. KCN | 0,lcem 1.10-3 mol. KCN 0,1 com 1. 10-4 mol. KCN 


Anhang.. . . 0,1 cem 0,136 mol. 0,1 cem 0,136 mol. 0,1 eem 0,136 mol. 
Methylglyoxal Methylglyoxal Methylglyoxal 
Einsatz. ... 0,2 cem CrCl, 0,2 cem CrCl, 0,2 cem CrCl. 
Up (com). . - 2,20 2,20 2,20 
Vq@ (cem). - .- 17,05 16,24 16,86 
keg, (amm) 1,62 1,55 1,60 
Zeit nach dem 
Einkippen Entwickelte Kohlenséure (emm) 
Min. 
5 + 124,7 + 51,0 + 12,8 
10 + 127,0 + 93,5 + 20,9 
15 + 128.6 + 112.0 + 29,0 
20 + 130,0 + 119,0 + 37,0 
25 + 131,5 + 120,8 + 45,0 
30 + 133,0 + 122,0 + 50,0 
45 + 134,0 + 123,0 + 62,5 
220 +115,0 


Wenn Cyanid der Katalysator der Reaktion ist, so ist zu er- 
warten, daB Substanzen, die sich mit Cyanid verbinden, die Reaktion 
hemmen werden. Protokoll III zeigt, daB dies fiir Kupfer und Ferri- 
eisen zutrifft. Es trifft auch fiir die anderen Schwermetalle zu, die 
wir probiert haben, namlich Ferroeisen, Kobalt und Mangan. Mit 
Ausnahme des Ferrieisens ist die Wirkung dieser Metalle einfach 
herbeizufiihren, indem man die Lésung eines ihrer Salze der 
Reaktionsfliissigkeit bei py 7,4 zufiigt. In solechem Falle zeigt Ferri- 
eisen einen sehr geringen EinfluB. Es erweist sich als nétig, das Ferri- 
eisen bei alkalischerer Reaktion mit dem Cyanid zusammenzubringen. 
Wir erreichen dies, indem wir das Ferrichlorid zu einer 2 mol. Lésung 
von Kaliumcyanid fiigen und dann bis zur gewiinschten Konzentration 
verdiinnen. 
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Ge- Protokoll 11]. 
Wirkung von CuCl, und FeCl,. Methylglyoxal = 300c¢mm. ¢ = 38°. 
Gasraum 5 Vol.-°,, CO,, 95 Vol.-°., Argon. 
GefiB Nr... I I ut 
vuptraum . 1,8 cem 0,025 mol. NaHCO; | 1,8 cem 0,025 mol. NaliCO, 1,8¢em 0,025 mol. NaHCO, 
0.lcem1.10-4 mol. KCN | 0,leem1.10-4 mol. KCN 0,leem1.10-4 mol. KCN 
0,lcem1.10-4 mol. CuCl 0,lcem 2.10-5 mol. FeCl 
\nhang. 0,1 cem 0,136 mol. 0,1 cem 0,136 mol. 0,1 cem 1,136 mol 
Methylglyoxal Methylglyoxal Methylglvoxal 
vaH CO Up (cem). 2,00 2,10 2,10 
lL KON 
nol. Vy; (cem).. . 17,25 17,67 16,34 
4 Koo, (amm) . 1,62 1,66 1,55 
Zeit nach dem 
Einkippen Entwickelte Kohlensiure (cmm) 
Min. 
5 13,0 + 7.5 + 54 
10 + 20,0 + 75 L 54 
20 + 35,0 + 83 + 85 
30 + 48,5 9.0 +109 
100 + 81.0 + 10,0 + 21.8 
130 + 90,0 + 10,5 + 23,3 
3. Die Wirkung von Carboxylase auf die anaerob gebildete Siure. 
In Anbetracht der Tatsache, daB die gebildete Saure ungefahr 
50% des Methylglyoxals entspricht, hielten wir es fiir wahrscheinlich, 
daB die sich abspielende Reaktion nach Art der Cannizzaroschen 
T- Reaktion verlief. Nach dieser Uberlegung sollte man die Bildung von 
on Brenztraubensaiure erwarten. Zur Priifung wurde die Einwirkung des 
ri- Enzyms Carboxylase auf die Reaktionsfliissigkeit gepriift. Wir ver- 
lie fuhren wie folgt: Zur Bicarbonatlésung, in der die Cyanidreaktion 
lit beendet war, wurde ein kleiner UberschuB an Schwefelsiiure gegeben 
ch und das Kohlendioxyd durch Evakuieren entfernt. Der Uber- 
er schuB an Saéure wurde dann mit Natronlauge neutralisiert und 
ri Acetatpufferlésung von py 5,7 wurde zugesetzt. Die beim Zufiigen 
‘i- einer kleinen Menge Lebedew-Saftes gebildete Kohlensiure wurde dann 
n. manometrisch gemessen. Als Beispiel ist in Protokoll IV die Wirkung 
ig des Lebedew-Saftes auf den Inhalt des GefaBes II in Protokoll I be- 
n schrieben. Wie man sieht, findet man nur 72%, der nach Proto- 
koll I gebildeten Saure als Kohlensiure in Protokoll IV wieder. 





on* 
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Protokoll IV. 


Wirkung von Lebedew-Saft (Carboxylase) auf das saure Reaktionsprodukt. 
t = 38°. Gasraum = Luft. 





| Ae II 


a ee ee ee 2,00 cem wie in Protokoll I, GeféB Il (CrCl, entfernt) 
0,40 , 1,0 nH,SO, 
012, 1,0 nNa0H 
0,20, 1,0 mol. Acetatpuffer (pq 5,7) 
Serr Cee ee 0,20 . Lebedew-Saft 
Up Pe 2 2s eee ese Se Oe 8 2,92 
Vg (com) - ee eee ee ew ee 15,37 
keo, eee ee 1,51 


Zeit nach dem Einkippen Entwickelte Kohlensiure (cmm) 


Min. 

5 | + 67,8 
10 + 85,1 
20 + 93,5 
30 + 96,5 
60 + 99,5 


Dies ist ein iiblicher Fall, die Menge der mit Carboxylase bestimmten 
Brenztraubensiure ist immer betrichtlich kleiner als die gesamte ge- 
bildete Siure. Unser bestes Resultat war 81,5°%. Behandelt man 
jedoch eine bekannte Menge Brenztraubensiure ebenso wie die 
Reaktionsfliissigkeit, so findet man auch betrichtlich weniger als 100 %. 
Ein Beispiel ist in Protokoll V beschrieben. Im Versuch der ersten Spalte 
war die Brenztraubensaure direkt zum Acetatpuffer zugesetzt worden, 
und hier findet man auch 100% wieder. Im Versuch der zweiten 
Spalte war die Brenztraubensiure zur Bicarbonat-Cyanidlésung 
zugesetzt worden, und hier wurden nur 90 °% wiedergefunden. 
Die Menge Brenztraubensiure, die bei dieser Behandlung wieder- 
gefunden wird, scheint von der Zeit abzuhingen, wahrend der die 
Brenztraubenséure mit der Bicarbonat-Cyanidlésung in Berihrung 
gelassen wird. In dem angefiihrten Beispiel war diese Zeit nur etwa 
5 Minuten. Als die Mischung einmal iiber Nacht gestanden hatte, 
konnten wir nur 50% der Brenztraubensiure wiederfinden. Méglicher- 
weise beruht die Erklirung hierfiir auf der Bildung von Produkten, 
die altere Autoren Para- und Metabrenztraubensiure genannt 
haben (5). 
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Protokoll V. 


Wirkung von Carboxylase auf Brenztraubenséiure unter den entsprechenden 
Versuchsbedingungen. ¢ = 38°. Gasraum = Luft. 





Gems Mr... . « I {I 
Hauptraum .... | 1,7cem H,0 1,8 ccm 0,05 mol. NaHCO, 
{0.2 , 1,0mol. Acetatpuffer al . CG. Bon 
(px 5,7) 01 , O.0 ., brenztrauben- 
0,1 cem 0,1 mol. brerztraubensaures saures Natrium (= 224cemm) 
Natrium (== 224 emm) 0,2 cem 1,0 n H2,S0, 


01 , 10nNa0H 
0,2. , 41,0 mol. Acetatpuffer 


(Px 5,7) 
Anhang...... 0,2 cem Lebedew-Saft 0,2cem Lebedew-Saft 
Up (ecm) ..... 2,20 2,70 
Vq@ (ccm) ..... 17,57 15,59 
koo, (qmm) ... 1,66 1,52 
Zeit nach dem 
Einkippen Entwickelte Kohlenséure (emm) 
Min. 
5 + 213.0 + 174,2 
10 + 218.5 + 189.5 
15 + 220,0 + 195,5 
25 + 221.5 + 198,0 
65 + 224.0 + 201,5 
90 + 224.0 + 203,0 
210 + 224.0 + 202,0 


4. Isolierung und Identifizierung der bei der anaeroben Reaktion gebildeten 
Produkte. 


Um Reaktionsprodukte isolieren zu kénnen, muBte man mit 
konzentrierteren Lésungen arbeiten als bei den manometrischen Mes- 
sungen. Verschiedene Konzentrationen zeigten im wesentlichen gleiche 
Ergebnisse. Die konzentriertesten verwendeten Lésungen waren fol- 
gende: 10 ccm 1,36 mol. Methylglyoxal wurden mit 60 ccm 0,15 mol. 
Bicarbonat und 5 ccm 0,1 mol. KCN zusammengebracht. Der Gasraum 
enthielt 5 Vol.-% CO, in Argon. Die Lésungen wurden 12 Stunden 
bei 38° geschiittelt. Es wurde versucht, die Reaktionsprodukte mit 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin zu isolieren. Wir erhielten einen kraftigen 
Niederschlag, konnten aber nichts davon als das Derivat der Brenz- 
traubensaéure identifizieren. 2, 4-Dinitrophenylhydrazin wird zum 
Gebrauch in zweifach normaler Salzsiure gelést und es schien méglich, 
daB durch die starke Aziditét Sekundarreaktionen in der Lésung 
verursacht wurden, die die Isolierung des Brenztraubensiurederivates 
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unmdéglich machen. Deshalb verwandten wir nunmehr Phenylhydrazin. 
2g Phenylhydrazinhydrochlorid und 3g Natriumacetat wurden in 
20 ccm gelést und zu der oben beschriebenen Mischung von Methyl- 
glyoxal, Cyanid und Bicarbonat zugegeben, nachdem die Séurebildung 
beendet war. Sofort fiel ein Niederschlag. Nach zweistiindigem 
Stehen wurde der Niederschlag abzentrifugiert und die klare iiber- 
stehende Lésung abgegossen. Zu dieser Lésung wurde Salzsiure 
gefiigt bis zur deutlich sauren Reaktion gegen Kongopapier. Hier- 
bei bildete sich ein zweiter Niederschlag, der abzentrifugiert wurde. 
Dieser zweite Niederschlag liste sich vollkommen in Natriumcarbonat. 
Auch der erste Niederschlag enthielt eine kleine Menge in Natrium- 
carbonat léslicher Substanz, aber das meiste war unléslich. Die 
in Natriumearbonat unlésliche Substanz wog nach dem Trocknen iiber 
Schwefelsiure im Vakuum 0,9 g. Das in Natriumcarbonat Lésliche 
wurde mit Salzsiure wieder niedergeschlagen und wie oben getrocknet 
und wog 0,7 g. Letztere Substanz gab nach Umkristallisieren aus Alkohol 
und Trocknen bei 60° im Hochvakuum folgende Analysenresultate : 

3,512 mg Substanz: 7,841 mg CQ,, 1,667 mg H,O; C: 60,89°,, H: 5,31°,, 


3,736 ,, » 8,334 ,, CO,, 1,839 ,, H,O; C: 60,84%, H: 6,51°%, 
4,449 ,, = 0,604 ccm Stickstoff (19,6°, 757mm) N: 15,78°, 
4,326 0,594 _,, ss (19,89, 758 ,, ) N: 15,97% 


Berechnet fiir CyHy)N,O,: C: 60,7%, H: 562%, N: 15,73% 

Gefunden (Durchschnitt): C: 60,87° , H: 5,41°,. N: 15,88°, 

Der Schmelzpunkt war 189° (unkorr.). Der Schmelzpunkt blieb 
nach dem Mischen mit dem Phenylhydrazon der Brenztraubensaure 
unverindert. Das saure Reaktionsprodukt ist also Brenztraubensdure. 

Die in Natriumcarbonat unlésliche Substanz ergab nach dem 
Umkristallisieren aus Pyridin-Ather und Trocknen im Hochvakuum 
bei Zimmertemperatur folgende Analysenwerte : 

4,167 mg Substanz: 10,016 mg CO,, 2,474 mg H,O; C: 65,85, H: 6,64", 


3,532 ,, Fe 8,515 ,, CO,, 2,084 ,, H,O;C: 65,75 %, H: 6,60°%, 
3,445 ,, is 0,496 cem Stickstoff (21,2°, 768 mm) N: 16,88°%, 
3,728 ,, - 0,548 ,, ie Gi; TO. a} N: 27,8% 


Berechnet fiir C,,HggN,O,: C: 66,3°%, H: 6,75°%), N:17,18°%, 
Gefunden (Durchschnitt): C: 65,80°,, H: 6,62° >, N: 17,02°, 

Ware die durch das Cyanid bewirkte Reaktion eine einfache 
Cannizzarosche Reaktion, so sollte man als Reduktionsprodukt entweder 
Acetol oder Milchsiurealdehyd erwarten. Die obigen Analysenwerte 
stimmen, abgesehen vom Wasserstoffwert ziemlich gut zu dem Phenyl- 
hydrazon einer dieser Verbindungen (ber. C: 65,85%, H: 7,32%, 
N: 17,07%). Wir finden jedoch betrichtlich weniger Wasserstoff. 
Auch der Schmelzpunkt unserer Substanz ist sehr von dem der anderen 
Substanzen verschieden. Das Phenylhydrazon des Acetols schmilzt 
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bei 98° (6), das Phenylhydrazon des Milchsiurealdehyds bei 93° (6). 
Unsere Substanz schmilzt bei 163° (unkorr.). 

Analyse und Schmelzpunkt sprechen dafiir, daB es sich hier um 
das Osazon eines polymerisierten Produktes handelt. Um dies zu 
prifen, versuchten wir das Molekulargewicht zu bestimmen. Die 
gleichmaBigsten Ergebnisse erhielten wir bei der Siedepunktsbestimmung 
wenn die Substanz in Aceton gelést war. Zur Kontrolle wurde das 
Molekulargewicht des Acetolphenylhydrazons bestimmt. Wir fanden 
den Wert 168, berechnet wird 164. Auf dieselbe Weise erhielten wir 
fiir unsere Substanz den Wert 392. Der berechnete Wert fiir das 
Osazon der dimolekularen Form ist 326. Die berechneten Analysen- 
werte fiir ein Osazon der dimolekularen Form zeigen die oben ange- 
gebene gute Ubereinstimmung. Wir méchten jedoch nicht verfehlen, 
darauf hinzuweisen, daB die berechneten Analysenwerte fiir ein Osazon 
der trimolekularen Form, die drei Phenylhydrazinreste enthielt, noch 
ebensogute Ubereinstimmung zeigen. Aus dem Gesagten schlieBen wir, 
daB unsere Substanz mindestens sechs Kohlenstoffatome enthalt; die 
Méglichkeit, daB sie neun enthalt, schlieBen wir nicht aus. 

Auf Grund dieser Daten méchte ich die Gleichungen fiir die an- 
aerobe Reaktion folgendermaBen schreiben: 

2CH,.CO.CHO + H,O = CH,.CO.COOH + C,H,0O, 
n CyHgO. = (CyH¢Oo)n 
und annehmen, daS das polymerisierte Reduktionsprodukt (C3 Hg O,),, 
wie ein Zucker mit Phenylhydrazin unter Bildung eines Osazons 
reagiert. 


5. Der Sauerstoffverbrauch bei der aeroben Reaktion. 


Ariyamas Beobachtung, daB zur Methylglyoxaleyanidlésung zu- 
gesetztes Methylenblau wihrend der Reaktion reduziert wird, konnte 
bestatigt werden. Diese Aktivierung kommt nicht nur gegeniiber 
dem Methylenblau zum Ausdruck, sondern auch gegeniiber molekularem 
Sauerstoff, wie die folgenden Versuche zeigen. 

Wir verwendeten zur Messung zwei GefiBe mit verschiedenem 
Fliissigkeitsvolumen, woraus der verbrauchte Sauerstoff und die ge- 
samte entwickelte Saure (fixe Saiure und Kohlensiure) berechnet 
wurden (7). 1060 cmm Methylglyoxal wurden in einer Bicarbonat- 
lésung vom px 7,4 mit 20 cmm KCN geschiittelt. Der Gasraum 
enthielt 5 Vol.-°%% Kohlendioxyd in Luft. 566 cmm Sauerstoff wurden 
verbraucht und 1255 cmm Gesamtsiure wurden gebildet. DaB bei 
der Reaktion Sauerstoff verbraucht und Kohlensaure gebildet wird, 
sieht man auch, wenn man die Reaktion in Phosphatpufferlésung vor 
sich gehen 148t (Protokoll VI). Im GefaB II wird alle Kohlensiure 
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durch das Alkali im Einsatz absorbiert, wir messen also die Sauerstoff.- 
aufnahme. In Gefi8B I wird die gebildete Kohlensiure zwar nicht 
quantitativ, da Phosphatpuffer vom py 7,4 einen Teil retiniert, abe 
teilweise an den Gasraum abgegeben, wie die Differenz der Drucke 
im GefiB I und II zeigt. LaBt man die Reaktion anaerob zu Ende 
verlaufen und schiittelt sodann mit Sauerstoff, so wird kein Sauerstoft 
aufgenommen. 


Protokoll VI. Sauerstoffverbrauch und Kohlensaéureentwicklung von Methy]- 
glyoxal bei Gegenwart von Cyanid in Phosphatpuffer. 
Methylglyoxal = 300cmm. ¢ = 38°. Gasraum 100% OQzg. 





ee a. 8 ee I I 
Hauptraum..... 1,8 ccm 0,2 mol. Phosphate (pq 7,4) | 1,8 ccm 0,2 mol. Phosphate (py 7,4) 
0,1 cem 0,01 mol. KCN 0,1 ceem 0,01 mol. KCN 
Anhang ...... 0,1 cem 0,136 mol. Methylglyoxal 0,1 cem 0,136 mol. Methylglyoxal 
a ae _ 0,2 cem 1,0 mol. NaOH 
Up (com). ..... 2,00 2,20 
oe 16,44 15,76 
ko, (qmm)..... 1,45 1,39 
koo, (qmm).... 1,55 
Zeit nach dem . Gemessene | ; Sauerstoft- 
Einkippen Druckinderung Kohlensiure Druckanderung verbrauch 
Min. mm emm mm emm 
5 — 73,0 + 25,0 — 93 — 129 
10 — 69,0 + 42,0 — 100 — 139 
15 — 68,5 + 47,5 — 104 — 144 
20 — 68,5 + 49,0 — 105 — 146 
45 — 68,5 + 57,5 — 110,5 — 153 
70 — 69,0 + 58,0 — 111 — 154 


6. Der nach Beendigung der aeroben Reaktion mit Phenylhydrazin gewonnene 
Niederschlag. 


Wird der zur Isolierung der Reaktionsprodukte angestellte Versuch 
(Abschnitt 4) wiederholt, aber mit 5 Vol.-% CO, in Luft statt 5 Vol.-°%, 
CO, in Argon, so erhalt man mit Phenylhydrazin dieselben beiden 
oben beschriebenen Verbindungen im Niederschlag, nur in verminderter 
Ausbeute. Hiernach hat es den Anschein, daB es sich um zwei neben- 
einander verlaufende Reaktionen, eine aerobe und eine anaerobe, 
handelt. 

7. Die Wirkung von Cyanid im Uberschub. 


Wir versuchten, die beiden eben erwahnten Reaktionen zu trennen, 
indem wir statt einer Spur Cyanid einen Uberschu8 dieser Substanz 
zur Anwendung brachten. Wird das gleiche Experiment nochmals 
aerob wiederholt, aber unter Zusatz von 10,0 ccm zweifach mol. HON 
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statt 5,0 cem 0,1 mol. KCN, so erhalt man am Ende der Reaktion 
mit Phenylhydrazin iiberhaupt keinen Niederschlag. Der Effekt des 
Cyanidiiberschusses auf die manometrische Messung ist in Protokoll VII 
zu sehen. Spalte 1 zeigt das schnelle Fortschreiten der anaeroben 
Reaktion mit wenig Cyanid. Spalte II zeigt, daB die anaerobe Reaktion 
bei einem Uberschu8 an Cyanid viel langsamer verliuft. Spalte II 
zeigt die aerobe Reaktion in Phosphatpuffer mit wenig Cyanid. Spalte IV 
zeigt, daB die aerobe Reaktion mit einem Uberschu8 an Cyanid viel 
schneller verliuft. Kontrollversuche, die in dem Protokoll nicht an- 
gefiihrt sind, bestatigten, daB die Menge des Cyanids allein keine Druck- 
inderung verursacht. 


Protokoll VII. Vergleich der Wirkungen einer kleinen Menge Cyanid und 
iiberschiissigem Cyanid unter anaeroben und aercben Bedingungen. 
Methylglyoxal 300cmm. ft 38°. 





GefiB Nr... . I Il Ill IV 
Gasraum ... 5 Vol.-9/9 CO2g 5 Vol.-19 CO, 100°/4 Oy 100°/4 Ox 
95 Vol.-°/9 Argon, 95 Vol.-°/9 Argon 
Hauptraum .. 1,8 ¢cem 0,025 mol. 1,8 ccm 0,025 mol. 1,8 cem 0,2 mol 1,8 cem 0,2 mol 
NaHCO; NaHCO; Phosphate (pq 7,4) Phosphate (py 7,4) 
0,1 cem 0,01 mol. 0,1 cem 0,5 mol. 0,1 cem 0,01 mol. 0,1 cem 0,5 mol. 
KCN HCN KCN HCN 
Anhang.... 0,1. cem 0,136 mol. 0,1 cem 0,136 mol. 0,1 cem 0,136 mol. 0,1 cem 0,136 mol. 
Methylglyoxal Methylglyoxal Methylglyoxal Methylglyoxal 
Einsatz.... 0,2 cem 1,0 mol. 0,2 cem 1,0 mol. 
NaOH NaOH 
Up (ceem)... 2,00 2,00 2,20 2,20 
Vq@ (ecm)... 17,25 17,06 16,10 17,57 
ko, qmm}.. . : 1,42 1.55 
Keo, (qmm). . 1,62 1,61 
“Eee Entwickelte Kohlensiure Verbrauchter Sauerstoff 
Min. emm emm 
5 + 121,5 + 27,3 — 87,0 — 200,0 
10 + 124,7 + 31,3 — 121,0 — 209,0 
20 + 128,0 + 42,0 — 130,0 — 217.0 
30 + 130,0 + 43,0 — 133,0 — 224,0 
50 + 132,0 + 43,8 134,0 — 229.0 
95 | + 135,0 + 47,3 — 139.9 — 237,0 
205 + 140,0 + 50,5 140,8 — 241,0 


Die beste Erklarung fiir die Ergebnisse des Protokolls VII scheint 
uns folgende zu sein: Fiigt man Cyanid zu einer Lésung von Methy]l- 
glyoxal, so bildet sich eine Verbindung Methylglyoxal—Cyanid, die 
leicht oxydabel ist. Ist Sauerstoff zugegen, so reagiert diese Verbindung 
direkt damit. In Abwesenheit von Sauerstoff dient ein freies Methyl- 
glyoxalmolekiil — d.h. ein Molekiil Methylglyoxal, das nicht mit 
Cyanid verbunden ist — als Oxydationsmittel. Die Geschwindigkeit 
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der aeroben Reaktion wird also mit steigender Cyanidkonzentration 
steigen, bis die Cyanidmenge die Menge des Methylglyoxals iibertrifft 
Die Geschwindigkeit der anaeroben Reaktion andererseits wird steigen 
bis die Cyanidkonzentration halb so groB ist wie die Konzentratior 
an Methylglyoxal, und wird dann abfallen mit steigender Cyanid 
konzentration. Unter anaeroben Bedingungen, in Gegenwart eines 
Uberschusses an Cyanid, ist das einzige Oxydationsmittel das Methy]- 
glyoxal, das aus der Verbindung von Methylglyoxal mit Cyanid ab- 
dissoziiert. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird so durch die Disso- 
ziationskonstante der Verbindung Methylglyoxal—Cyanid bestimmt 


Sauerstoffverbrauch und Saurebildung in Gegenwart von Cyanid 


im Uberschu8 sind wie folgt: 1060 cmm Methylglyoxal wurden in einer 


Bicarbonatlésung vom py 7,4 mit 1500cmm HCN geschiittelt. Es 
wurden 1350 cmm Sauerstoff aufgenommen und 2280 cmm Gesamtsaure 
entwickelt. Man vergleiche diese Zahlen mit den oben gegebenen 
(Abschnitt 5), wo nur eine kleine Menge Cyanid angewendet worden war. 


S. Die Bildung von Wasserstoffperoxyd. 


Nach Beendigung der aeroben Reaktion enthalten die Lésungen, 
wie mit Titansulfat gepriift wurde, kein Wasserstoffperoxyd. Im Laufe 
der Reaktion wird diese Substanz jedoch gebildet, wie man nach det 
Cerohydroxydmethode von Wieland und Rosenfeld (8) zeigen kann 


Das urspriinglich weiBe Cerohydroxyd wird deutlich gelbrot. Der 


Sauerstoffverbrauch in Gegenwart von Cerohydroxyd war um 30°, 
vermehrt. Die Bildung der Gesamtsiéure stieg um 4°). 


9. Die Isolierung von Essigsiure. 


Die in Abschnitt 7 gegebenen Zahlen fiir den Sauerstoffverbrauch 
und die Saurebildung zeigen, daB pro Molekiil Methylglyoxal etwa 
1,25 Mole Sauerstoff verbraucht wurden und daB etwa 2,15 Mole Gesamt- 
siure gebildet wurden. Der Hauptanteil der Reaktion schien daher 
nach folgender Gleichung zu_ verlaufen: CH,.CO.CHO + O, 
» CH,.COOH + CO,. Deshalb versuchten wir Essigsiure auf fulgende 
Weise zu isolieren: 0,6ccm 1,36 mol. Methylglyoxal wurden mit 
16,4 ccm 0,025 mol. Bicarbonat und 3,0 cem 0,5 mol. HCN vermischt. 
Der Gasraum enthielt 5 Vol.-°% CO, in Sauerstoff. Die Fliissigkeit 
wurde 12 Stunden bei 38° geschiittelt. Sodann wurde die Lésung mit 
Schwefelsiure angesiuert (kongoblau) und 15 Minuten lang Luft 
hindurchgeleitet, um die Blausiure zu entfernen. Ein Kontrollversuch 
ergab, daB unter diesen Bedingungen keine Essigsiure verlorengeht. 
Die Lésung wurde dann einer Dampfdestillation unterworfen und das 
Destillat in eisgekiihltem destilliertem Wasser aufgefangen. Das 
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Destillat (500 cem) wurde erwirmt, um Kohlensiure auszutreiben, 
abgekithlt und mit 0,2n Barytlauge titriert. Ein Kontrollversuch 
mit Wasser zeigte unter diesen Bedingungen einen Verbrauch von 
0,3cem 0,1 n Ba (OH),. Abziiglich dieser Menge fanden wir 7,26 cem 
0,1 n Saure. Die neutralisierte Lésung wurde im Vakuum auf 20,0 cem 
eingeengt und das ausgefallene Bariumcarbonat abfiltriert. Das Filtrat 
wurde im Exsikkator auf 1,0 ccm eingeengt. Dann wurde mit Salpeter- 
siure gegen Lackmus angesduert und 0,5cem vierfach mol. Silber- 
nitrat zugefiigt. Sofort fiel ein weiBer kristallinischer Niederschlag. 
Lie} man den Niederschlag in Beriithrung mit der Mutterlauge stehen, 
so farbte er sich allmahlich dunkel wegen der langsamen Reduktion 
des Silbers in der Lésung. Wurde der Niederschlag schnell abfiltriert, 
so blieb er vollkommen wei’. Der Niederschlag wurde wegen der be- 
trichtlichen Léslichkeit des Silberacetats nicht gewaschen. Nach dem 
Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure wog er 98mg. Nach dem 
Umkristallisieren aus Wasser und Trocknen im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur gab er folgende Analysenwerte : 

5,135 mg Substanz: 2,641 mg CO,, 0,868 mg H,O, 3,297 mg Riickstand ; 

C: 14,03%, H: 1,899), Ag: 64,21). 
5,942 mg Substanz: 3,088 mg CO,, 1,028 mg H,O, 3,818 mg Riickstand; 
C: 14,17%, H: 1,94%, Ag: 64,26%. 
Berechnet fiir C,H,;0,Ag: C: 14,49, H:1,81°,, Ag: 64,6°,. 
Gefunden (Durchschnitt): C: 14,10°,, H:1,92° ), Ag: 64.24°,. 


> 


16. Die Bestimmung von Ameisensiure. 


Da sowohl Sauerstoffverbrauch als auch Saurebildung gréBer 
sind, als der Bildung von Essigsiure entspricht, wird augenscheinlich 
ein Teil des Methylglyoxals weiter oxydiert als zu Essigsiure. Das End- 
produkt der weiteren Oxydation konnte Ameisensiure sein. Dafiir 
wiirde die langsame Reduktion des Silbernitrats im Essigsduredestillat 
sprechen. Dieses Destillat reduziert auch Mercurichlorid zu Mercuro- 
chlorid. Der Nachweis der Bildung von Ameisensiure aus dem Methyl- 
glyoxal wird dadurch etwas erschwert, daB Cyanid allein beim Schiitteln 
mit Bicarbonat geringe, aber nachweisbare Mengen dieser Saure bildet. 
Nach der Methode von Jones (9) durch Titration des Destillats mit 
Permanganat findet man, wenn man die kleine Menge, die vom Cyanid 
allein gebildet wird, abzieht, 0,16 Mole Ameisensiure pro Mol Methyl- 
glyoxal. Nach einer anderen Methode von Mac Nair (10), die darin 
besteht, daB man das titrierte Destillat mit Kaliumbichromat und 
Schwefelsiure erwirmt und dann die fliichtige Saiure nochmals be- 
stimmt, wurden 0,2 Mole Ameisensiure pro Mol Methylglyoxal gefunden. 

Die Daten der letzten beiden Abschnitte deuten darauf hin, daB 
etwa 80%, des Methylglyoxals zu Essigsiiure oxydiert werden und etwa 


384 C. V. Smythe: 


20% zu Ameisensiure. Wenn wir annehmen, da8B diese beiden Kérpe: 
/o I 
nach den Gleichungen 
CH,.CO.CHO+ O,-+CH,.COOH + CO, 

2CH,.CO.CHO +50,--2HCOOH + 4CO, + 2H,0 
gebildet werden, so stimmt das Verhaltnis — 80° Essigsiure und 20°, 
Ameisensiure — ziemlich gut fiir den Sauerstoffverbrauch und dir 
Saurebildung in Abschnitt 7. 


11. Zusammenfassung und Sehlubfolgerungen. 


Wenn Cyanid zu einer Lésung von Methylglyoxal zugefiigt wird 
so bildet sich eine Verbindung Methylglyoxal—Cyanid, die leicht 
oxydabel ist. In Gegenwart von Sauerstoff reagiert diese Verbindung 
direkt mit Sauerstoff. Als Endprodukte der Oxydation treten Essig- 
siure und Kohlensiure und eine kleine Menge Ameisensiure auf. In 
Abwesenheit von Sauerstoff oder anderen Oxydationsmitteln dient 
ein freies Molekiil Methylglyoxal (d. h. ein Molekiil Methylglyoxal, 
das nicht mit Cyanid verbunden ist) als Oxydationsmittel. Die End. 
produkte dieser anaeroben Reaktion sind Brenztraubenséure und ein 
Reduktionsprodukt, das mindestens sechs Kohlenstoffatome enthalt 
Etwa ein halbes Mol Brenztraubensaure wird fiir jedes verschwindende 
Mol Methylglyoxal gebildet. Die Geschwindigkeiten der aeroben und 
anaeroben Reaktionen sind von derselben GréBenordnung. La&t man 
also die Reaktion in Gegenwart sowohl von Sauerstoff als auch von 
freiem Methylglyoxal verlaufen, so erhalt man beide Reaktionen 
nebeneinander. Die Reaktion mit Sauerstoff kann durch Anwendung 
eines Uberschusses an Cyanid praktisch quantitativ geleitet werden. 


Literatur. 


1)'O. Meyerhof, diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 2) A. Ariyama, 
J. of biol. Chem. 77, 359, 1928. 3) C. V. Smythe, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 65, 819, 1932; 65, 1268, 1932. 4) H.O. L. Fischer u. L. Feldmann, 
ebenda 62, 854, 1929. 5) V. Meyer u. P. Jacobson, Lehrb. d. organ. Chem. 
1, Teil 2, S. 1119. 6) A. Wohl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 3599, 
1908. 7) O. Warburg, diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 8) H. Wieland u. 
B. Rosenfeld, Ann. 477, 69, 1930. 9) Treadwell, Analytische Chem. 1, 
342, Leipzig u. Wien. 10) D. S. Mac Nair, Zeitschr. f. analyt. Chem. 27, 
398, 1888. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nichtionisierende Substanzen'. 


Il. Mitteilung: 
EinfluB von anorganischen Salzen mit verschiedenem Anion auf die 
Quellung von Stirke (Kartoffelstirke). 


Von 


J. R. Katz und F, J. F. Musehter jr. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 26, November 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
1. Problemstellung. 


Seit vielen Jahren wissen wir, daB organische und anorganische 
Substanzen die quellende Wirkung des Wassers auf Polysaccharide 
und EiweiBkérper stark erhéhen kénnen. 


G. Meusel lenkte zuerst im Jahre 1886 die Aufmerksamkeit auf die 
Tatsache, daB Rhodanide diese Wirkung haben und studierte ihre Quell- 
kraft bei Starke und bei Kollagen*. -In gréBeren Konzentrationen ange- 
wandt geben sie schon bei Zimmertemperatur eine starke Quellung der 
beiden genannten Substanzen: Starke ,,verkleistert‘‘, Kollagen ,,schrumpft*. 
Nicht alle Substanzen haben eine solche quellungsférdernde Wirkung; 
Natriumsulfatlésungen z. B. geben eine schwiachere Quellung als reines 
Wasser, wie schon aus alten Publikationen* hervorgeht. Andererseits 
sind einige weitere organische Substanzen bekannt, bei denen eine 
aihnliche quellungserhéhende Wirkung we bei den Rhodaniden beob- 
achtet worden ist. Thioharnstoff, Chloralhydrat und benzolsulfosaures 
Natrium sind bekannte Beispiele. Konzentrierte Lésungen dieser Substanzen 
haben auf Polysaccharide und Eiwei®k6érper eine stark quellende Wirkung; 
bei noch héherer Konzentration kénnen sie dieselben auflésen. Diese 
Wirkung wird meistens so erklirt, daB diese Substanzen in irgendeiner 
Art die normale Hydratation des Polysaccharids bzw. des EiweiBkérpers 
erhéhen; aber der Mechanismus dieser Hydratationserhéhung ist noch sehr 
wenig durchsichtig. 

Wir haben nun versucht, den Mechanismus dieser quellungsfordernden 
Wirkung zu kldren, indem wir die Wirkung einer groBen Anzahl organischer 
Substanzen miteinander und mit der Strukturformel verglichen haben. 


In abgekiirzter Form vorgetragen in der Versammlung der Abteilung 
Kolloidchemie des Vereins Niederlindischer Chemiker, am 28. Mai 1932 
zu Amsterdam, und im Kolloquium des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
physikalische Chemie zu Dahlem, am 18. Juli 1932. 

2 G. Meusel, Die Quellkraft der Rhodanate, Gera 1886. 
3 Siehe z. B. Carl Ludwig, Zeitschr. f. ration. Medizin von Henle 8, 22, 
1849. 
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Wir hatten dabei die Erwartung, daB aus der Kenntnis des Zusammen 
hanges zwischen Strukturformel und quellungsférdernden Wirkung 
eine Erklarung des Mechanismus hervorgehen wiirde. Diese Erwartung 
wird, glauben wir, durch die in diesen Abhandlungen mitzuteilende: 
Versuche bestatigt. 

Bei diesen Untersuchungen ist es ebenso wie bei allen Quellungs 
erscheinungen ! erwiinscht, die Quellung an solchen quellbaren Sub 
stanzen zu studieren, die soviel wie méglich frei sind von sekundaren 
Komplikationen. Leider fallt es zur Zeit schwer, den quellbaren Kérpe: 
anzugeben, der fiir solche Versuche am besten frei von sekundiéren Kom 
plikationen ist. Denn so lange wir den Mechanismus der quellungsférdernden 
Wirkung organischer Substanzen so wenig wie jetzt verstehen, ist es iiber 
haupt nicht méglich, anzugeben, was in erster Linie als sekundire Kom 
plikation gelten miiBte. Erst wenn wir den Mechanismus dieser Wirkungen 
viel besser als bis jetzt verstehen, wird es méglich sein, anzugeben, welche 
quellbare Koérper die Erscheinung in der einfachsten Form zeigen. Bis 
so lange scheint es uns rationell, die quellungsférdernde Wirkung zuerst 
an denjenigen beiden Koérpern zu studieren und eingehend zu analysieren., 
an denen Meusel und andere Forscher seinerzeit die Erscheinung entdeckt 
haben — an Starke und an Kollagen — und erst auf Grund der so gewonnenen 
Einsicht diese Untersuchungen zu wiederholen an denjenigen quellbaren 
Substanzen, welche sich dann als die sich fiir diesen Zweck einfachste heraus- 
gestellt haben werden. 

Diese erste Mitteilung bringt einen kurzen Auszug unserer Er- 
fahrungen an Starke. Wir haben im ganzen ungefihr 250 organische 
Substanzen bei Starke untersucht. Dieses ausfiihrliche Material wird 
nach und nach in verschiedenen Abhandlungen dieser Reihe veréffent- 
licht werden. 


2. Die Bestimmung der Abhingigkeit der Verkleisterungstemperatur von der 
Konzentration als Untersuchungsmethode der quellungsférdernden Wirkung. 

Zwei Wege bieten sich prinzipiell, um den EinfluB der quellungs- 
fordernden Wirkung einer Substanz systematisch zu untersuchen. 
Entweder, man kann bei der gleichen Temperatur die Quellungswirkung 
verschieden konzentrierter Lésungen bestimmen, oder man kann die 
Temperatur bestimmen, bei der ein bestimmter Quellungsgrad eben 
erreicht wird, als Funktion der Temperatur. Wir haben den letzt- 
genannten Weg bevorzugt, weil er gestattete, eine viel gréBere Anzahl 
Substanzen zu untersuchen. Bei konstanter Temperatur namlich ist 
eine gewisse ziemlich groBe Konzentration der wirksamen Substanz 
notwendig, bevor stirkere Quellung auftritt, und es ist diese Konzen- 
tration bei sehr vielen fiir die Vergleichung wichtigen Substanzen 
gréBer als die Léslichkeit, so daB sie fiir die Vergleichung ausfallen 
wurden. Dadurch wiirde das Ergebnis der Untersuchung bedeutend 
weniger klar ausfallen. 


' Siehe J. R. Katz, Kolloidchem. Beih. 9, 1, 1917, besonders 8. 36 bis 44. 
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Als Kriterium einer anfangenden starkeren Quellung der Starke 
haben wir die zuerst von M.Samec! benutzte Anderung der Licht- 
brechung einer verdiinnten Starkesuspension zweckmaBig gefunden; 
wir haben zur Identifizierung dieses Punktes den Zusammenhang 
mit den anderen dabei auftretenden Quellungserscheinungen durch 
eigene Untersuchungen festgestellt. Es liegt daher ein wohl definierter 
Punkt vor. Bei demselben sind 1 bis 2°, der Kartoffelstarkekérner 
stark gequollen. Dabei haben etwa 10 bis 15%, der Kérner ihre Aniso- 
tropie verloren, und sind bei kurzer Einwirkung durch 1°, Kongorot 
firbbar geworden. Das Réntgenspektrum der abfiltrierten Starke 
ist noch unverindert. Je mehr die Temperatur die oben definierte 
Verkleisterungstemperatur tibersteigt, um so gréBer ist der Prozentsatz 
der Kérner, welche die starke Quellung aufweisen. 

Wir haben nun bei jeder der untersuchten Substanzen den Zu- 
sammenhang zwischen der Temperatur der anfangenden starkeren 
Quellung und der Konzentration (in Molen pro Liter) untersucht 
und diese Beobachtungen in den verschiedenen Figuren dieser Ab- 
handlung niedergelegt. Da die beobachtete Temperatur bei Wieder- 
holungen 0,3° auseinander fallen kann, kénnen die von uns beobachteten 
Zahlen mit geniigender Genauigkeit aus den Figuren abgelesen werden. 
Wer Substanzen vergleichen will, welche wir in verschiedenen Figuren 
darstellen, kann durch Nachzeichnen unserer Kurven in einer neuen 
Figur leicht sein Ziel erreichen. Dadurch eriibrigt sich die Mitteilung 
des umfangreichen Zahlenmaterials im Text. 

Die Versuche wurden nach der folgenden Vorschrift 1/7. Samecs aus 
gefiihrt. Sie sind daher direkt vergleichbar mit den von MW. Samee publi 
zierten (welche allerdings an einem anderen Muster Kartoffelstarke vor 
genommen wurden). Das beobachtete Kriterium der anfangenden starkeren 
Quellung ist die Verbreiterung des Bildes eines brennenden Gliithlampen 
fadens, welche in der mit bestimmter Geschwindigkeit geriihrten 0,45 ° igen 
Starkesuspension durch eine bikonvexe Linse entworfen wird. Es erfordert 
Ubung, diesen Punkt reproduzierbar abzulesen; dann geht es aber mit 
groBer Sicherheit. 

Die gesuchte Temperatur wird zuerst approximativ gesucht bei langsam 
steigender Temperatur. Darauf wird die definitive Bestimmung wie folgt 
ausgefiihrt : die Starke wird mit der Lésung gemischt und unter Riihren et wa 
8 Minuten mit derselben in Beriihrung gelassen. Dies geschieht, nachdem 
die Suspension in ein Wasserbad gestellt worden ist, dessen Temperatut 
etwa 2° niedriger ist als die oben approximativ bestimmte Temperatur 
Durch das Riihren nimmt die Suspension die Temperatur des Wasserbads 
in sehr kurzer Zeit an. Gleichzeitig wird jetzt die Temperatur des Wasserbads 
langsam gesteigert, und zwar wird das Erhitzen so geleitet, daB die Tem 
peratur pro Minute !/,° C steigt. Die Temperatur, bei welcher der optische 
Effekt auftritt, ist wie gesagt bei geniigender Ubung nicht mehr als 
0,3° verschieden. 


1 M.Samec, Kolloidchem. Beih. 3, 126, 1912. 
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Alle Versuche wurden mit dem gleichen Muster Kartoffelstark: 
ausgefiihrt, das wahrend der Versuche in lufttrockenem Zustand i: 
einer Stépselflasche aufbewahrt wurde. 

Alle Lésungen wurden — wenn nicht besonders anders erwahnt 
bei einem py von 6,7 bis 6,9 untersucht; sorgfaltig wurde kontrolliert 
daB das py nach dem Erhitzen den gleichen Wert hatte wie zuvo 


3. Lyotrope Reihe der Anionen. 


Untersucht wurden als Funktion der Konzentration (alle als 
Natriumsalze): Rhodanid, Jodid, Nitrat, Bromid, Chlorid, Phosphat 
(Dinatriumphosphat), Sulfat. 
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Abb. 1. Lyotrope Reihe der Anionen (eigene Versuche). 
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In Abb. | sind die schwarzen Linien als molare Konzentration an 
. SO, HPO, 
vegeben, die gebrochenen Linien als Aquivalente ( “ - ) 


Wie wir sehen, férdert Rhodanid die Quellung am meisten; dann 
folgt Jodid, das fast ebenso stark wirkt. Chlorid wirkt in kleinen Kon- 
zentrationen quellungshemmend, in gréBeren quellungsférdernd. Phos- 
phat und Sulfat wirken quellungshemmend und zwar Sulfat starker. 
Bromid und Nitrat wirken ungefahr gleich stark, zeigen im Anfang 
der Kurve eine Andeutung der Form der Chloridkurve 

Die Reihentolge der Anionen ist daher, wie meistens in der lyotropen 
Rethe: 

CNS > Jd Br, NO, > Cl> HPO, > 8SQ,. 

Bei kleineren Konzentrationen wirkt zuerst Nitrat starker als 
Bromid, dann kehrt bei gréBeren Konzentrationen die Reihenfolge um. 
Sehr ahnliche Kurven hat zuerst Samec bei einem anderen Muster 
Kartoffelstirke gefunden. Abb. 2 bringt zum Vergleich seine grund- 
legenden Ergebnisse aus dem Jahre 1912!'. 

Die Reihenfolge der monoatomaren Ionen in der lyotropen Reihe 
wird nach Fajans? bestimmt durch den Diameter des Ions und die damit 
zusammenhaingende GréBe der Hydratationsenergie: je kleiner das 
Ion, um so kleiner ist die Kugelscheibe, auf der die Ladung verteilt 
zu denken ist, und um so starker ist die Hydratation (Anzicehung und 
Richtung der Dipole des Wassers durch die genannte Ladung). Die 
Reihenfolge Cl<Br<J 14Bt uns sehen, daB die Anionen eine um so 
stirkere Quellung geben, je schwacher sie hydratisiert sind, oder je 
groBer die Kugelschale ist, tiber welcher die Ladung verteilt zu denken 
ist. Wir finden daher das bekannte paradoxe Ergebnis, daB die quellungs- 
férdernde Wirkung -~— also die hydratationserhéhende Wirkung 
um so stdrker ist, je schwicher hydrophil die betreffenden lonen selbst 
sind. Es gilt, dieses Paradoxon zu klaren. 

Das Paradoxon erklart sich -— unserer Meinung nach durch die 
Annahme, welche wir hier einfiihren, daB nimlich die Anionen verschieden 
stark adsorbiert werden an der Oberfliche der Starkemicelle. Die schwach 
hydratisierten lonen werden stdrker adsorbiert, wahrscheinlich weil sie 
vom Wasser weniger angezogen werden. Adsorbiert bringen sie zwar 
einen schwicheren Wassermantel mit - welche die Hydrophilie der 
Oberflache der Micelle schwacher verstarken kénnte bzw. die Micelle 
schwacher auseinanderdriicken —, aber dieser Einflu8 wird offenbar 
iiberkompensiert durch den anderen Faktor, die gréBere Adsorbierbar- 
keit, denn man findet eine quellungsférdernde Wirkung. 


1 VM. Samec, Kolloidchem. Beih. 3, 126, 1912; Samec untersuchte 
Kaliumsalze. 


2 K. Fajans, Naturwiss. 9, 730, 732, 1921. 
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Tatsachlich hat nun J. A. van der Hoeve! experimentell nachgewiesen, 
dai die genannten Salze (hier K-Salze) von Kartoffelstarke bei Zimmer- 
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1 J. A. van der Hoeve, Diss. Utrecht 1930; fiir die Versuchstechnik seiner 
Adsorptionsversuche siehe besonders 8. 27. 
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temperatur nach Abb. 3 adsorbiert werden; bei héheren Konzentrationen 
liegt die GréBe der Adsorption nach der bekannten Reihenfolge: 


CNS > J>Cl> 80Q,. 


Beim Sulfat, welches die Quellung der Starke hemmt, liegt negative 
Adsorption des Salzes vor. Die an der Micelle adsorbierte Lésung ent- 
halt weniger Salz als die Lésung selbst. Es 
findet daher keine Anhaufung von Jonen an ~44 750 
der Oberfliche statt, welche durch ihre 4° 2 
Wasserhiillen die Hydrophilie der Oberfliche an 
der Micelle verstarken bzw. die Micelle aus- 
einanderdriicken wiirde; und es kann sich 
daher die zweite Wirkung einer konzentrierten 
wasserigen Lésung, die dehydratisierende, 
geltend machen. Es kampfen die Micellar-  -g@ 
oberflache und die von ihr freie Lésung 
um die Ionen, wobei die Lésung in diesem 
Falle gewinnt. Interessant in dieser Be- 
ziehung sind die Chloride, welche nach 
unseren und nach Samecs Versuchen in klei-  -4@4 
neren Konzentrationen die Quellung hemmen, 
wahrend sie in gréBeren Konzentrationen 
dieselbe férdern. Tatsachlich findet nun 
van der Hoeve, daB MgCl, bei kleineren 
Konzentrationen negativ adsorbiert wird, bei +44 
gréBeren Konzentrationen positiv. Auch die 
Kurven von Bromid sind in dieser Hinsicht +008 
wichtig. 
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Van der Hoeve fiihrt seine Adsorptions- 
versuche wie folgt aus: 50 g (bei 85°C wahrend 
16 Stunden getrocknete) Kartoffelstarke wird 
bei Zimmertemperatur (20°C) geschiittelt mit 
100cem Elektrolytlésung. Dann blieben Starke 














und Fliissigkeit 16 Stunden miteinander in Be- KT 
rihrung (von Zeit zu Zeit wurde geschiittelt) 

und am Ende des Versuchs wurde die Suspension +410) 

nochmals | Stunde lang in der Schiittelmaschine 

geschiittelt. Nach einstiindigem Dekantieren pe 9 KCWS 
wurde die Fliissigkeit abpipettiert und analy-  ~”0 OW @ 12 
siert. Chlorid. Jodid und Rhodanid wurden Abb. 8. 

nach der Methode von Mohr titriert (mit Adsorption von K-Selzen an 
K,Cr Oy, als Indikator). Sulfat wurde gewichts- Kartoffelstarke (nach J. A 


analytisch bestimmt. Die Anderung der Kon- van der Hoeve). 


zentration (AC) ist in Abb. 3 als Funktion 

der Konzentration graphisch dargestellt worden. Zu bemerken ist, daB 
van der Hoeve seine Adsorptionsversuche bei Zimmertemperatur ausfiihrt, 
wahrend die Quellung der Starke bei erhéhter Temperatur erfolgt. 


26 * 
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4. Sekundire Komplikationen bei der Kationenwirkung raten zur vorliutigen 
Beschrinkung der Untersuchung auf Natriumsalze. 


Das Problem der Kationen bei der quellenden Wirkung von Neutral- 
salzen wird durch den Umstand kompliziert, da die (bzw. viele 
Starkemicelle -— wie .V. Samec uns gelehrt hat! an ihrer Oberflach: 
Phosphationen verestert haben. Samec konnte aus der elektrometrischen 
Titrierungskurve zeigen, daB dieser Phosphorsiurerest bei Kartoffe! 
amylopektin zwei Aquivalente NaOH neutralisieren kann. Durch dies« 
Phosphorsaurereste kann die Starke Kationen in ganz besonderer Art 

- anders als Anionen -— binden und das bedingt eine sekundire Kom- 
plikation, welche bei den Anionen nicht besteht. 


Durch diese Phosphorséiuregruppen? kann sich die Starke topochemisch 
umsetzen mit verschiedenen Kationen, und zwar wie die Versuche 
H. Tryllers*® gelehrt haben annahernd in stéchiometrischen Verhdlinissen 
(also ganz anders als bei den Anionen). Durch Waschen der Starkek6érner 
mit 1°, HCl und nachher mit Wasser konnte er die Kationen der Starke 
fast quantitativ durch Wasserstoff ersetzen. Durch Schiitteln der Starke 
kérner mit 2°,igen Lésungen von CaCl,, MgCl, K,SO,4, NaCl und NH,(C! 
werden die Kationen fast quantitativ durch Ca, Mg, K, Na bzw. NH, 
ersetzt, wobei pro Grammatom Phosphor jedesmal 1,3 bis 1,5 Aquivalente 
der Base gebunden werden. Wie J/.Samec gezeigt hat, sind Kartoffel 
amylopektine und synthetische Amylophosphorséiuren  elektrometrisch 
neutral geworden, wenn sie auf 1 P-Atom 1,3 Aquivalente Base gebunden 
haben. Die Bindung von Kationen durch Starke geschieht daher durch 
topochemische Reaktion, wahrend die Anionen anscheinend nach den 
Gesetzen der Oberflichenadsorption gebunden werden. 

Es hat daher, scheint uns, wenig Sinn, bei der Starke den Kationen- 
einflu8B zu studieren im Anfang einer prinzipiellen Untersuchung tbe 
quellungsférdernde Substanzen. Denn solche veresterte (z. B. Phosphor- 
saure) Ionen bilden, iiberall wo sie vorkommen, eine sekundire Komplikation 
des einfachsten Quellungsvorganges. Erst am Ende der Untersuchung 
wird es bei der Starke zweckmaéBig sein, auch den EinfluB der Kationen 
zu untersuchen. Wir werden dabei mit der Méglichkeit rechnen miissen, 
da die topochemisch umgesetzte Stirke, je nach dem Kation, eine ver 
schiedene Verkleisterungstemperatur hat. 


Vorliufig werden wir darum — wo sie geniigend ldslich sind -- nur 
Natriumsalze untersuchen und miteinander vergleichen. 


' Zusammenfassend in .V. Samec, Kolloidchemie der Starke, Dresden, 
Th. Steinkopff, 1926, S.17 bis 35; siehe auch M.Samec, J. R. Katz u. 
R. Klemen, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) im Druck. 

2 Und vielleicht auch durch zu Amylokieselsiure gebundener Kiesel- 
siure, Samec, l.c. S. 135. 

3H. Tryller, Chem. Ztg. 44, 833, 1920; im ausfiihrlichen Aus- 
zug wiedergegeben im vorhergenannten Buche von MM. Samec, 8. 135 
bis 139. 
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5. Parallele mit den elektrokapillaren Versuchen von Gouy und Frumkin’. 
Die wisserige Lésung eines Elektrolyts zeigt nach A. Frumkin 
eine Potentialdifferenz an der Grenze Flissigkeit---Luft: und zwar ist 
die zur Luft gewandte Seite negativ geladen. Diese elektromotorische 
Kraft wird durch eine bevorzugte Adsorption des Anions in der Grenz- 
schicht Wasser-—Luft verursacht. Die Adsorbierbarkeit des Anions 
ist um so gréBer, die genannte elektromotorische Kraft um so gréBer, 
je kleiner die Verwandtschaft zum Wasser (die Hydratationsenergie) 
ist. Und zwar findet man fiir die GréBe der Aufladung und der Ad- 
sorbierbarkeit die Reihenfolge: 


CNS >J>NO,> Br> Cl IK SO,. 


Die Resultate der elektrochemischen Messungen stimmen mit den 
Resultaten der Oberflichenspannungsmessungen wisseriger Loésungen 
gut iiberein. Die Salze, welche die gréBte Aufladung der Wasserober- 
fliche bewirken, erhéhen die Oberflichenspannung des Wassers am 
wenigsten, dringen dabei in die Oberflichenschicht am stirksten ein 
(d. h. zeigen am wenigsten negative Adsorption). 

Bei gleichem Anion geben die Salze von K, Na, NH,. Mg, Ca, Ba 
Effekte, deren Unterschiede wahrscheinlich innerhalb der Beobachtungs- 
fehler liegen, wahrend Li-Salze gréBere Effekte geben. Man folgert daraus, 
daB die anorganischen Kationen nicht adsorbiert werden an der Wasser- 
oberflache, nur von den adsorbierten Anionen elektrisch festgehalten 
werden. Es ist nicht gut deutlich geworden, warum die Kationen nicht 
auch adsorbiert werden; denn die anorganischen Kationen sollen nach 
Fajans eine Hydratationswirme von ahnlicher GréBenordnung wie die 
Anionen haben. Die Kationen benehmen sich aber, als ob sie eine grébere 
Verwandtschaft zum Wasser hatten als die Anionen. Die Klarung dieses 
Widerspruchs muB der weiteren Forschung iiberlassen werden, sagt Frumkin. 

An der Grenzflaiche Quecksilber --Wasser liegt die Reihenfolge 
der Adsorbierbarkeit der Anionen ahnlich wie an der Grenzfliche 
Luft --Wasser; aber es bestehen doch kleine Unterschiede*. 


J > CNS > Br > NO, > Cl > SO,. 


Frumkin nimmt an, daB J deswegen starker absorbiert wird als 
CNS, weil es eine chemische Verwandtschaft zum Quecksilber hat; 
ebenso erklirt er die Tatsache, daB die Adsorbierbarkeit der SH- und 
CN-Ionen starker ist als an der Grenzflache Luft — Lésung. 


' Siehe die zusammenfassende Darstellung bei 4. Frumkin, Significance 
of the Electrocapillary Curve, in Colloid Symposium Annual 7, 89%, 1930; 
Zeitschr. f. physik. Chem. 109, 34 bis 48, 1924. 

2 Moéglicherweise ist in der Oberflachenschicht der Assoziationsgrad 
des Wassers veriandert; diesen schwierigen Punkt wollen wir vorldufiq bei 


unseren Betrachtungen beiseite lassen. 
3 Siehe Gouy. Ann. de chim. et de phys. (7) 29. 145, 1908. 
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An der Grenzflache zwischen organischem Lésungsmittel und 
Wasser findet man viel weniger Stérungen dieser Art; dort wurde fii 
die negative Aufladung der nichtwasserigen Phase die Reihenfolg 
gefunden!: 

CNS > J > NO, Br> Cl > 80,. 


Man mu8 daher wohl annehmen, daB es nicht die Anziehung de: 
nichtwasserigen Phase ist, welche in erster Linie die Adsorption dei 
Anionen bedingt, sondern daB dieselben eher von Wasser ausgestoBen 
oder von dem (eventuell in einem anderen Assoziationszustand sich 
befindlichen) Wasser der Grenzschicht angezogen werden, 


Man findet daher bei diesen Oberflachen, daB — ahnlich wie bei 


der Starke -- Anionen um so starker adsorbiert werden, je kleiner 
deren Hydratationswirme ist oder (anders gesagt) um so weniger 


Wasser sie binden. 


Den Bau der Doppelschicht an der Trennungsflache nimmt Frumkin 
wie folgt an* 
(Luft) 
— wc eo 
Na+ Na+ Na+ Na+ 
(Wasser) 


Nehmen wir an, daB die Anhaufung der Anionen in der Grenzschicht 
an der Oberflaiche der Micelle die Ursache der quellungsférdernden Wirkung 
von Rhodaniden, Jodiden usw. ist, so befinden wir uns daher im engsten 
AnschluB an die gut gesicherten Anschauungen, zu welchen die Analyse 
der Gouyschen und Frumkinschen Arbeiten iiber elektrokapillare Er- 
scheinungen gefiihrt hat. 

Wir wollen noch versuchen, den Gedankengang Frumkins bei der 
Oberfliche Quecksilber—Wasser, der auf eine spezifische Bindung durch 
die Oberflachensubstanz schlieBt, wenn gewisse [onen starker als gew6hnlich 
adsorbiert werden, auf die Starke anzuwenden. Frumkin hat fii die 
Reihenfolge der Anionen gefunden bei der Grenzfliche Wasser — Luft: 

CNS > ClO,* > J > NO,, Br, BrO,* > CN > Cl > F > SQ,. 


In Abb. 4 haben wir die Reihenfolge derselben Anionen als Natrium- 
salze bei der Quellung der Starke angegeben. Die Reihenfolge lautet hier®: 


CNS > J>NO,, Br > ClO, > CN > Cl > BrO, >F, SO,. 


' Beutner, Zeitschr. f. physik. Chem. 87, 385, 1914. 

* Frumkin, ebenda 111, 190, 1924. 

* DaB Chlorat stairker wirkt als Bromat, waihrend Chlorid schwache1 
wirkt als Bromid, bringt Frumkin in Zusammenhang mit dem bekannten 
Ansteigen der Zahl salzbildender H-Atome in den Hydraten der Sauerstoft- 
verbindungen mehrwertiger Metalloide, welches in den vertikalen Reihen 
des periodischen Systems beobachtet wird (HNO, und H,PO,, HClO, 
und H,JO, usw., l. c. 8. 45, FuBnote). 

3’ Jodat gab bei Starke keine eindeutige Ergebnisse. 
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CNS. J, Br und C] stehen, wie man sieht, mehr nach vorn in der Reihe. 
werden also starker adsorbiert als bei der Grenzflache Wasser — Luft det 
Fall ist. Es ware daraus zu schlieBen, dais diese Ionen mit ihren Rest 
valenzen an Starkemolekiile gebunden werden. Bei den Halogenen kénnte 
man dann annehmen, da sie sich zu Oxoniumverbindungen an die Sauer 
stoffatome der Starke anlagern, beim Rhodanid ware an eine Biidung der 
Schwefelatome an Sauerstoff- oder Kohlenstoffatome der Starke zu denken 
Welchen Grad von Sicherheit dieser Hinweis auf die Existenz einer spezifi 
schen Bindung besitzt, mége vorlaufig dahin gestellt bleiben. 
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Abb. 4. Lyotrope Reihe der Anionen, einschlieflich Chlorat, Bromat und Cyanid. 


6. Nach welechem Mechanismus bedingt die Adsorption von Anionen in der 
Grenzschicht der Micelle die erhéhte Quellung der Stirke? 

Eine einfache Hypothese iiber diesen Mechanismus, welche wir 
als Arbeitshypothese einfiihren wollen, ist die folgende: 

Die polar adsorbierten Salze bringen, da sie stark hydrophil sind, 
Wasser mit sich, und erhdhen dadurch die Hydrophilie der Starkemicelle. 
Nach dieser Hypothese kommen beim Entstehen der quellungs- 
fordernden Wirkung zwei Effekte zustande: 
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a) Das Salz wird angehauft an der Oberflache der Micelle: 

b) Das absorbierte Salz bringt Wasser mit und erhéht dadurch di: 
Hydrophilie der Micellaroberflache. 

Wir werden in dieser Reihe von Abhandlungen untersuchen, 
wie weit diese Hypothese uns bringt. 


Es gibt freilich noch andere Méglichkeiten, nach welcher die starke 
und polare Adsorption zu einer starken Quellung fiihren kénnte. So kénnte 


z. B. die starke Adsorption an der Oberfliche der Micelle (bzw. an deren 


Kittstellen) den Zusammenhang der Starkemicelle lockern (J.A. van der 


Hoeve'). Oder man kénnte annehmen, da unter dem EinfluB der adsor- 
bierten Substanz die Starke in eine andere Modifikation iibergeht (von eine: 
solchen mit b-Spektrum in eine solche mit V-Spektrum?) und z. B. dab 


diese neue Modifikation starker hydrophil ist. Wenn wir die vergleichende 


Untersuchung tiber den Zusammenhang zwischen der Struktur organischer 
Substanzen und deren quellungsférdernde Wirkung zu Ende gefiihrt haben. 
werden wir in weiteren, Abhandlungen dieser Reihe die Frage analysieren, 
nach welchem Mechanismus quellungsférdernde Wirkung und Adsorption 
zusammenhangen. Bis so lange mége die oben gegebene Erklairung geniigen. 
da sie ein einfaches und pragnantes Bild der Erscheinungen gibt. 

Erst dann wird es méglich sein zu beurteilen, welche der uns hier 
interessierenden Quellungserscheinungen am meisten frei von sekundaren 
Komplikationen sind. 


Endlich méchten wir Herrn Dr. A. Weidinger danken fiir seine Hilfe 
bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 


1 J. A. van der Hoeve, |. c., S. 26—29. 

* Siehe J. R. Katz u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 150. 
37, 60, 67, 81, 100, 1930; 155, 199, 1931; 158, 321, 337, 346, 1932; darunter 
besonders 150, 90, 1930. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nichtionisierende Substanzen. 


Il. Mitteilung: 


EinfluB von Rhodaniden und yon organischen Schwefelverbindungen auf 
die Quellung von Stirke (Kartoffelstirke)'. 


Von 


J. R. Katz und F. J. F. Musehter jr. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 26. November 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Die Wirkung von Rhodanid verglichen mit der von Cyanat und von Selen- 
eyanid, 


Wir miissen eine Erklarung suchen fiir die auffillige Tatsache, 
daB gerade das Rhodanid (NaCNS) so stark quellungsférdernd wirkt, 
stirker sogar als das Jodid?, das doch eines der stiirksten der anorgani- 
schen Quellungsmittel ist. Wir haben versucht, in den Mechanismus 
dieser ritselhaften Rhodanidwirkung einzudringen, indem wir Rhodanid 
verglichen haben mit Cyanat (NaCNO) und Selencyanid (NaCNSe). 
Beide Ionen haben ahnliche Zusammensetzung; nur ist Schwefel durch 
Sauerstoff bzw. durch Selen ersetzt. Ist also der Schwefel ein essentielles 
Moment in der Rhodanidwirkung, so miissen wir erwarten, daB eine 
charakteristische Anderung dieser Wirkung eintritt. 


' In abgekiirzter Form vorgetragen in der Versammlung der Ab- 
teilung Kolloidchemie des Vereins Niederlandischer Chemiker am 28. Mai zu 
Amsterdam und im Kolloquium der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zu Dahlem 
am 18. Juli 1932. 


* Siehe vorangehende Abhandlung dieser Reihe. diese Zeitschr. 257, 
385, 1933. besonders 8S. 388 und 395. 
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Abb. 1 zeigt das Ergebnis unserer Versuche!. Selen wirkt ahnlic! 
stark wie Schwefel (doch noch etwas starker). Sauerstoff wirkt erheblich, 
schwacher als Schwefel. Wir miissen dann -—- im Rahmen der in de 


ersten Abhandlung dieser Reihe entwickelten Auffassung -- annehmen 
daB eine ahnliche Reihenfolge fiir die Adsorbierbarkeit dieser Ione: 
besteht. Tatsachlich hat nun Frumkin gefunden*, daB Selencyanid 
ungefahr gleich stark wie Rhodanid an der Grenzfliche Luft—-Wasse1 
adsorbiert wird, wihrend Cyanat viel weniger stark adsorbiert wird 
Diese Beobachtungen diirfen vielleicht in Zusammenhang gebracht 
i werden mit unserer Er- 
‘ | fahrung, daB die quel- 
lungshemmende  Wir- 
kung von Na-Sulfat und 
Na-Selenat fast gleich 
stark ist (wobei Selenat 
anscheinend noch etwas 
unterhalb Sulfat liegt) 
(Abb. 2). 





























Abb. 1. Abb. 2. 
Rhodanid verglichen mit Cyanat und Selencyanid. Sulfat verglichen mit Selenat. 


? Reines Natriumcyanat wurde durch mehrmaliges Umkristallisieren 
eines kauflichen Praparats hergestellt; dann wurde jede Lésung kurz vor 
dem Gebrauch mit frisch aus Ba(CNO), hergestellter Cyansiurelésung 
auf py = 6,7 bis 6,8 gebracht. Selencyanid reagiert alkalisch (py = 8,2); es 
muBte leider bei dieser Reaktion untersucht werden, da Selencyanwasserstoff- 
séure sich in Lésung gleich zersetzt; zum Vergleich wurde auch Rhodanid 
bei pu = 8,2 untersucht. 

? A. Frumkin, Zeitschr. f. physik. Chem. 109, 34, 1924. 
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2, Organische Schwefelverbindungen und ihre Vergleichung mit den analogen 
Sauerstoffverbindungen. 


Die in Abb. 1 abgebildeten Versuchsergebnisse machen es wahr- 
scheinlich, daB die Gruppe C=S Teil hat an der charakteristischen 
quellungserhéhenden Wirkung der Rhodanide und daB die Gruppe C—O 
bedeutend schwacher wirkt. 

Um diese Vermutung experimentell zu priifen, haben wir eine 
Anzahl organische Schwefelverbindungen untersucht, welche in Wasser 
gentigend léslich und dabei nicht zu fliichtig sind. Damit haben wir die 
Wirkung der iibereinstimmenden O-Verbindungen verglichen. Wir 
haben auch versucht, die analogen Se-Verbindungen, z. B. Seleno- 
ureum, zu untersuchen; dieselben waren aber zu leicht zersetzlich. 

Untersucht wurden die folgenden Substanzpaare: Harnstoff, 
Thioharnstoff, Acetamid, Thioacetamid, Natriumacetat, Natrium- 
thioacetat, Natriumglykolat, Natriumthioglykolat, Natriumbarbiturat, 
Natriumthiobarbiturat. 

Die Schwefelverbindungen haben die Struktur: Thioharnstoff 
NH,.CS.NH,; Thioacetamid CH,.CS .NH,; Thioglykolat HS .CH, 
.COONa; Thioacetat entweder CH,.CSONa oder CH, .COSNa; 
1 S=C<NH-COW nH, 

“NH-CO 
Sauerstoffverbindungen steht O an der Stelle von 8. 


Thiobarbitursaure In den entsprechenden 


Die Struktur des Thioacetats ist nicht sicher bekannt; mdéglicherweise 
ist die Substanz tautomer. 

Abb. 3 bringt unsere Versuchsergebnisse im Bilde. Wie man sieht, 
haben Thioharnstoff, Thioacetamid, Thioglykolat und Thiobarbiturat 
eine viel stirkere Wirkung als die entsprechenden Sauerstoffverbin- 
dungen; die quellungsférdernde Wirkung der organischen Schwefel- 
verbindungen ist sehr erheblich. Thioacetat zeigt aber eine quellungs- 
hemmende Wirkung. Auffallig ist dabei, daB es wenig Unterschied in 
der quellungsférdernden Wirkung macht, ob die Substanzen ionisiert oder 
nicht-ionisiert sind. 

Ahnlich, aber erheblich schwacher, wirken die entsprechenden 
Sauerstoffverbindungen: auch hier macht es wenig Unterschied, ob 
sie ionisiert sind oder nicht. Die schon langst bekannte Tatsache, 
daB Thioharnstoff stark quellungsférdernd wirkt, findet also ihre Er- 
klarung in der Tatsache, daB die Substanz die Gruppe C—S enthalt. 


! Die Bindung des Natriums in der (Thio-) Barbiturséiure beim Neu- 
tralisieren ist noch etwas fraglich; es scheint sich eine der Carbonylgruppen 
zu enolisieren durch Heranziehung eines Wasserstoffs des Methylens, 
wobei in dieser OH-Gruppe H durch Na ersetzt wird. 








400 J. R. Katz u. F. J. F. Musehter jr.: 


Die von Samec' beschriebene quellungsférdernde Wirkung von Harnstoft 
und von Acetamid wird verstindlich, da diese Substanzen die Grupyx 
C=O enthalten und geniigend wasserléslich sind, um deren Wirkung 
voll entfalten zu kénnen. 
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Kinflufh yon organischen Schwefelverbindungen, verglichen mit dem Kintluf der 


Wie es kommt, daB Thioacetat bei allen Konzentrationen 
quellungshemmend wirkt, ist noch nicht deutlich geworden. Wir ver- 
muten, da8 bei dieser Substanz nun vielleicht der andere Pol des 
Molekiils adsorbiert wird. Alle diese Substanzen sind polar gebaut. 


1 M.Samec, Kolloidchem. Beih. 3, 126, 1912. 
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haben in ihrem Schwefel einen hydrophoben Pol, und demgegeniiber 
einen hydrophilen Pol (NH,, Carboxyl). Aller Wahrscheinlichkeit 
nach liegt der Schwefel gegen das Stirkemicell adsorbiert, wahrend 


die hydrophile Gruppe ins Wasser hereinragt. Alle diese Substanzen 
haben ein Dipolmoment. 

Im Lichte dieser Tatsachen ist anzunehmen, daB es bei den Rho- 
daniden gleichfalls die Gruppe >C--S ist, welche an der Starke adsorbiert 
wird und daB auch hier polare Adsorption vorliegt. Die quellungs- 
fordernde Wirkung der Rhodanide wiirde daher auf der Anwesenheit der 
Gruppe C=S in Rhodanion beruhen ; dieselbe ist in iquimolaren Konzen- 
trationen von der gleichen GréBenordnung wie bei anderen, ~C-—-S 
enthaltenden Substanzen, ist unter denselben aber doch als stark zu 
bezeichnen. 

Vergleicht man nun mit diesen Ergebnissen die kapillarelektrischen 
Daten, so steht man vor einem scheinbaren Widerspruch, der sich 
dann ~~ glauben wir -—- sinnvoll klart. An der Grenzfliche Luft---Wasser 
werden organische Schwefelverbindungen nur schwach adsorbiert. 
Dagegen werden sie stark und polar adsorbiert an der Grenzfliche 
Quecksilber--Wasser, und zwar mit dem negativen Pol des Molekiils, 
also mit dem Schwefel nach dem Quecksilber zugewandt!. Frumkin, 
der diesen Kontrast zwischen Wasser-—-Luft und Wasser-—-Quecksilber 
festgestellt hat, gibt davon die einleuchtende Erklirung, daB die Schwefel- 
gruppe der organischen Schwefelverbindungen nur schwach vom Wasser 
in die Oberflichenschicht ausgestoBen, dagegen vom Quecksilber 
stark angezogen wird; dabei erinnert er an die bekannte chemische 
Affinitat zwischen Schwefel und Quecksilber. 

Es liegt nach diesen Tatsachen nahe, anzunehmen, daB auch 
an der Oberflache der Starke die Schwefelverbindungen polar adsorbiert 
liegen, etwa nach den folgenden Schemata?: 

NH, NH, 


oO 


Na+ 
C 
SN 









1 Untersucht sind Thioharnstoff, Thioessigsiure, Thiomilchsaure. 

2 Es kénnte beim Rhodanid auch der Stickstoff an der Starke liegen; 
siehe weiter unten im Text; in den hier gezeichneten Schemata wurde 
angenommen, da®B dies der Fall ist. Ob vielleicht auch Na-lonen an der 
Starke adsorbiert liegen, ist noch unentschieden. 
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Beim Thioharnstoff liegt das Molekiil polar adsorbiert, beim 
Rhodanid liegt die Polaritét der Adsorption vor allem in der Spaltung 
der beiden Ionen (die sich gegenseitig elektrisch festhalten), méglicher- 
weise auch in einer polaren Adsorption des CNS-Ions selbst. Dieses 
Ion hat vielleicht an sich ein elektrisches Dipolmoment, wie schon 
Wo. Pauli im Jahre 1926 angenommen hat. Pauli! glaubt, daB Schwefel 
und Stickstoff zusammen den einen (negativen) Pol des Rhodanions 
bilden, wahrend das Kohlenstoffatom der andere (positive) Pol desselben 

ist (Abb. 4). Das Rhodanion an sich sollte daher 

at S| " _ schon ein elektrischer Dipol sein. Nehmen wir 

Khoaarion Frumkins Erklarung der viel starkeren Adsorbier- 

ce barkeit an der Quecksilberoberflache an, so scheint 

an x es gegeben, eine ahnliche Erklarung fiir die starke 

Schema der Ladungs- Adsorbierbarkeit an der Oberfliche der Starke 

a anzunehmen: Die Sauerstoffatome der Starke 

(eventuell auch die Kohlenstoffatome) ziehen das 

Schwefelatom durch ihre chemischen Valenzkrafte an. Schon in der 

ersten Abhandlung? sind wir zu der Vermutung gekommen, daB eine 

solche chemisch gefirbte Anziehung zwischen Rhodan und Starke be- 

steht; dieselbe prazisiert sich jetzt noch weiterhin zu der Annahme: 

dabei sei besonders der Schwefel des Rhodans wirksam. Eine ahnliche 
spezifische Adsorption mu8 dann beim Selencyanid vorliegen. 


3. Férdert auch der Stickstoff des Rhodanids die Quellung? 

Wo bei dem Rhodanid die Wirkung starker ist als bei den unter- 
suchten organischen Schwefelverbindungen, muB noch die Frage 
diskutiert werden, ob sie vielleicht vom Stickstoff des Rhodanids 
unterstiitzt wird. Diese Frage ist schwierig zu beantworten, da es nicht 
leicht fallt, direkt vergleichbare Verbindungen anzugeben. Wir haben 
als vorlaufigen Beitrag zur Lésung dieser Frage die folgenden, die 
Gruppe C=N enthaltenden organischen Verbindungen untersucht: 
Cyanat,Cyanamid (N=C .NH,, px = 6,7), Cyanid (HNC, mit NaOH 
auf py = 6,7 gebracht) und Acetonitril (N=C.CH,). Abb. 5 zeigt ihren 
EinfluB auf die Quellung der Starke. Cyanid und Acetonitril haben 
keine quellungsfordernde Wirkung, Cyanat eine etwas starkere, Cyanamid 
eine noch stairkere. Wahrscheinlich ist Cyanamid die am besten ver- 
gleichbare Substanz; denn hier ist es wahrscheinlich, daB die CN-Gruppe 
der Starke, die NH,-Gruppe dem Wasser zugewandt liegt; wahrend 
bei Acetonitril viel eher die CN-Gruppe zum Wasser gewandt liegt. 


1 Wo. Pauli, Eiwei®kérper und Kolloide, Wien, J. Springer, 1926. 
Diesem Aufsatz Paulis ist unsere Abb. 4 entlehnt. 

* Siehe Abhandlung I dieser Reihe, Abschnitt 5, im Kleingedruckten, 
§. 393 bis 395. 
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Es ware dann die Wirkung der CN-Gruppe im Rhodanion aufzufassen 
als eine Verstarkung der Wirkung des S-Atoms. 
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Abb, 5. Einflué der Cyangruppe. 


Es geht iibrigens aus den kapillarelektrischen Versuchen hervor, 
daB das CN-Ion ziemlich stark adsorbiert wird; an der Grenzfliche 
Wasser—Luft z. B. liegt es zwischen Brom und Chlor. 
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Abb. 6. Einflufi von organischen Rhodanverbindungen. 
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1. Organische Rhodanverbindungen. 


Na-Rhodanacetat (SNC .CH,.COONa) und Rhodanaceto: 
(SNC .CH,.CO.CH,) wurden mit Na-Acetat und mit Aceton ver 
glichen. Es ergab sich, wie Abb. 6 zeigt, in beiden Fallen eine stark 
quellungsférdernde Wirkung. Auch hier stellt sich wiederum heraus 
daB die quellungserhéhende Wirkung keineswegs nur ionisierten Ver- 
bindungen zukommt. DaB auch organische Rhodanverbindunge: 
quellungsférdernd wirken, warnt davor, die Rhodanidwirkung iiber- 
wiegend der elektrischen Ladung des Ions zuzuschreiben. 


». Versuch einer Erklirung der beobachteten quellungsférdernden Wirkungen. 


Die in der ersten Abhandlung dieser Reihe gegebene Erklarung 
148t sich ungezwungen auf die hier behandelten organischen Substanzen 
iibertragen. Nehmen wir an, daB die lyophilen Gruppen der behandelten 
Verbindungen eine Wassersphire mit sich bringen, so wire verstandlich, 
daB eine erhéhte Quellung auftritt; denn die Lyophilie der Micellar- 
oberfliche wird um diese Wassersphiren verstarkt werden. Die Wirkung 
von Thioharnstoff lieBe sich dementsprechend vom Schema darstellen, 


NH, ) NH, 
<7 





wo mit einer Strichellinie - - - - - die Wasserspharen der lyophilen 
Gruppen angegeben worden sind. Bezeichnend im Lichte dieser Vor- 
stellung ist die Tatsache, daB Thioharnstoff viel weniger léslich in 
Wasser (9,7°%, bei 20°) ist als Harnstoff (105 °%, bei 20°), und daB dennoch 
Thioharnstoff viel starker quellungsférdernd wirkt als Harnstoff. 
Es riihrt das nach obiger Vorstellung davon her, daB einerseits Thio- 
ureum starker adsorbiert wird als Ureum, andererseits durch die polare 
Adsorption des Thioharnstoffs der hydrophile vom hydrophoben Pol 
geschieden wird (indem der hydrophobe Pol an der Starkeoberfliche 
gebunden und abgesittigt wird). Eine ahnliche Wirkung ist dann zu 
erwarten bei allen Substanzen, welche ihnlich wie diese einen hydro- 
phoben und einen hydrophilen Pol in ihrem Molekiil haben; dagegen 
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werden Substanzen mit zwei hydrophilen Gruppen im allgemeinen 
schwicher wirken. Diese SchluBfolgerungen werden in folgenden 
Abhandlungen dieser Reihe experimentell gepriift. Es mag erwahnt 
sein, daB A. Frumkin auch seinerseits —- wie sich bei seinem Besuch 
in Amsterdam herausstellte —- zu der Theorie gekommen war, daB alle 
Substanzen mit einer hydrophilen und einer hydrophoben Gruppe 
quellungsférdernd wirken werden, wihrend diese Wirkung bei An- 
wesenheit zweier hydrophiler Gruppen im allgemeinen geschwicht 
werden wird. Diese Theorie war aber nicht von ihm veréffentlicht 
worden. Es muB freilich in bezug auf die genauere Erklirung der 
quellungsférdernden Wirkung vorliufig der gleiche Vorbehalt gemacht 
werden wie am Ende der ersten Abhandlung dieser Reihe!. Wir kommen 
spiter auf diesen Punkt ausfiihrlich zuriick. 

Endlich ist es uns eine angenehme Pflicht, Herrn Dr. A. Weidinger 
fiir seine ausgezeichnete Hilfe bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen 
zu danken, im besonderen fiir die Reindarstellung einiger der angewandten 
organischen Substanzen 2. 


' Diese Zeitschr. 257, 385, 1933 (Abh. I dieser Reihe, Abschnitt 6). 

2 Die selteneren Chemikalien stammten von den folgenden Bezugs- 
quellen: Dr. Th. Schuchardt (Natriumselencyanid, Natriumselenat, Thio- 
glykolsiure, Thioessigsiure, Cyanamid); Eastman Kodak Ltd. (Thioacet- 
amid, Thiobarbiturséure); Dr. Fraenkel und Dr. Landau (Glykolsaéure); 
Rhéne Poulenc (Barbiturséiure). Wo nétig, wurden die Substanzen durch 
Umkristallisieren gereinigt. Selbst hergestellt wurden: Natriumrhodan- 
acetat (nach P. Claesson, Ber. 10, 1346, 1877) und Rhodanaceton (nach 
J. Tcherniac, Ber. 25, 2623, 1892). 


Biochemische Zeitschrift Band 257. 





Biochemische Untersuchung 
der Tabaktrocknung und -fermentation. 


II. Mitteilung!?: 
Uber den Zusammenhang zwischen dem Enzymgehalt (Peroxydase, Oxygenase 
und Katalase) des Tabaks und der bei der Fermentation eintretenden Nicotin- 
verminderung. 


Von 
Ladislaus Barta. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen.) 


(Eingegangen am 26. November 1932.) 


Zur Erklarung des Wesens der in der chemischen Zusammen- 
setzung des Tabaks wihrend der Fermentation eintretenden Umwand- 
lungen -—- darunter der Nicotinverminderung — stehen zwei Hypothesen 
einander gegeniiber. Die eine fiihrt den Chemismus der Fermentation 
auf die Wirkung der auf den Tabakblattern lebenden Mikroorganismen, 
die andere auf die Enzyme des Tabaks zuriick. 


Der Begriinder der Enzymtheorie war Loew (1), welcher bei der Fermen 
tation den in den Tabakblattern vorhandenen Oxydationsenzymen [Per- 
oxydase, Oxydase (Oxygenase), Katalase|] eine besondere Wichtigkeit 
beilegt. Nach seiner Anschauung besteht zwischen dem Oxydasegehalt 
der Tabake und ihrer Neigung zur Fermentation ein direkter Zusammen- 
hang, so daB in den schlecht fermentierenden und zufolge dessen keine 
Aromasubstanzen produzierenden Tabaken Oxydase nicht nachweisbar ist. 
Die griinen Tabake enthalten je nach Sorte und Ziichtungsverhaltnissen 
(Witterung, Boden usw.) in wechselnder Menge Oxydationsenzyme ; wahrend 
der Trocknung und der Aufbewahrung des Tabaks kann am ehesten die 
Oxydase verschwinden, besonders wenn der Tabak starkem Sonnenlicht 
oder langdauernder feuchter Witterung ausgesetzt ist; im fermentierten 
Tabak kann gewoéhnlich nicht einmail Peroxydase nachgewiesen werden. 
Die Feststellungen Loews scheinen durch die Untersuchungen anderer 
Forscher kaum oder gar nicht bestatigt zu werden. Raciborski (2) konnte 
in getrockneten Javatabaken weder Oxydase noch Peroxydase nachweisen, 
woraus er folgert, daB die Oxydationsenzyme nur beim Trocknen eine 


1 |. Mitteilung: J. Bodnar u. L. Barta, diese Zeitschr. 247, 218, 1932. 
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Rolle spielen kénnen, bei der Fermentation jedoch nicht. Behrens (3) fand, 
da in frischem, griinem Tabak Oxydase und Peroxydase nachweisbar sind, 
der getrocknete Tabak jedoch blo®B Peroxydase enthalt; Loew bemerkt 
darauf, daB, wenn auch in den deutschen Tabaken wahrend der Trocknung 
die Oxydase verschwindet, die Peroxydase und Katalase, welche ..die 
Fermentation bewirken kénnen“, bestehen bleiben und weiterhin wahrend 
der Fermentation aus dem Oxydasezymogen neue aktive Oxydase entsteht. 

Loew fihrt die waihrend der Fermentation eintretende Verminderung 
des Nicotingehaltes des Tabaks auf Peroxydasewirkung zuriick, die Per- 
oxydase soll das Nicotin unter Entstehung von Ammoniak zersetzen. 
Behrens untersuchte ebenfalls die Wirkung der Oxydationsenzyme des 
Tabaks auf Nicotin, aber mit negativem Erfolg. Die Versuche Fodors 
und Retfenbergs (4) scheinen die enzymatische Natur der Nicotinzersetzung 
zu beweisen; sie fanden in dem aus Tabak gewonnenen Brei beim natiirlich 
getrockneten Tabak die Nicotinzersetzung am kriiftigsten (25,6°,), in dem 
rasch getrockneten Tabak war die Nicotinzersetzung schwiacher (14,9 ’.,), 
im fermentierten noch schwacher (7,4°.,). Beztiglich des Mechanismus 
der enzymatischen Nicotinzersetzung halten Fodor und Reifenberg fiir 
wahrscheinlich, daB das Nicotin in Pyridin und Pyrrolidin zerlegt und der 
Pyrrolidinstickstoff teils als Ammoniak, teils als Methylamin frei gesetzt 
wird; ferner geben sie an, das das MaB der Nicotinzersetzung und die Sauer- 
stoffaufnahmefahigkeit des Tabaks parallel gehen. Uber die mit starker 
Erwarmung verbundene Fermentation ist bekannt, daB sie ein Oxydations- 
vorgang ist (der von der Luft abgeschlossene oder in Wasserstoffatmosphare 
gehaltene Tabak erwarmt sich nicht); es scheint also die Nicotinzersetzung 
in die Gruppe der den Grundcharakter gebenden Reaktionen der Fermen- 
tation zu gehéren. 


Auf Grund des Gesagten scheint es interessant zu untersuchen, 
ob irgendein Zusammenhang zwischen dem Peroxydase- und Oxy- 
genasegehalt der getrockneten Tabake und der waihrend der Fermentation 
wahrnehmbaren Nicotinverminderung nachweisbar ist. 


Die Blatter der zu den Versuchen angewandten getrockneten Tabak- 
biischel wurden der Hauptrippe entlang entzweigeschnitten, die die Haupt- 
rippe enthaltenden Blatthalften wieder zu Biischeln gebunden und, in die 
Mitte des aus derselben Tabaksorte bestehenden Haufens gelegt, der 
Fermentation unterworfen. Die andere Halfte der getrockneten Blatter 
wurde bei 40° getrocknet, in einer Mohnmiihle gemahlen, das Mahlprodukt 
durchgesiebt und das gewonnene feine Tabakpulver zur Bestimmung des 
Peroxydase-, Oxygenase- sowie Katalase- und Nicotingehalts (Nicotin vor 
Fermentation) des Tabaks verwendet. Nach Beendigung der Fermentation 
wurde in dem aus dem Haufen entnommenen Tabakbiischel bzw. aus dem- 
selben gewonnenen Tabakpulver der Nicotingehalt (Nicotin nach Fermen- 
tation) bestimmt und aus der Differenz der beiden Nicotingehalte die 
wahrend der Fermentation eintretende Nicotinverminderung berechnet und 
in Prozenten ausgedriickt. 


Die Resultate dieser Bestimmungen sind in der Tabelle I zusammen- 
gefaBt, wo der Peroxydase- und Oxygenasegehalt der Tabake (auf 1 g 
Tabak berechnet) durch die zur Titration von Purpurogallin verbrauchten 
Kubikzentimeter n/10 KMnQ, ausgedriickt werden. 
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Tabelle I. 








Zeitdauer n 10 K MnO, Nicotin °%/, Nicotin- 

N Tabak der Fer- | com verminde- 
Nr. abaksorte mentation at aaa: este . rung 
Oxy- vor Fer- nach Fer- 0}, 


in Tagen | Peroxydase 


genase | mentation mentation 
tt 4. ’ a 


1 Debrecener 60 | 260 | 335 | 3,14 3,02 3,6 
2 41 | 80 | 840] 3,82 3,20 3,6 
3 ‘ 61 | 120 | 445) 284 2.51 11,6 
4 . 61 19,0 | 35,0 | 38,12 2,43 22.1 
5 : 24 | 90 | 825 || 3,06 2,33 23,8 
6 |SzegederRosen 79 | 85 | 87,5 | 3,16 2.65 16,3 
7 Kapa =| 60 | 75 | 175) 3,44 2,63 23,5 
8 Garten 61 | 0 15 || 0,88 0,97 0 


Aus den Angaben der Tabelle I ist ersichtlich, daB in den unter- 
suchten getrockneten Tabaken, mit Ausnahme des Gartentabaks, 
Peroxydase nachweisbar ist; Oxygenase ist in jedem Tabak vorhanden, 


im Gartentabak jedoch im Vergleich zu den anderen nur in sehr geringer 


Menge. Da die Oxygenase weniger bestiandig ist als die Peroxydase, 
pflegt gewéhnlich weniger Oxygenase im Untersuchungsobjekt vor- 
handen zu sein, als die vorhandene Peroxydase ausniitzen kénnte, 
d.h. die Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd (anorganische Oxygenase) 
steigert die Peroxydasewirkung (es scheidet sich mehr Purpurogallin 
aus). Im gegenwirtigen Falle wird das Gegenteil festgestellt, es scheidet 
sich namlich in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd weniger Purpuro- 
gallin aus (beim Gartentabak garnichts), was durch die auf die Tabak- 
peroxydase ausgetibte Giftwirkung des in einer Konzentration von 
0,1% angewendeten Wasserstoffsuperoxyds erklirt werden kann. 
Auf diese Weise vernichtet das Wasserstoffsuperoxyd die Wirkung 
der im Gartentabak wahrscheinlich vorhandenen sehr geringen Peroxy- 
dase véllig und wirkt vermindernd bei den mehr Peroxydase ent- 
haltenden Tabaken. 

Beim Vergleich des Peroxydase- und Oxygenasegehalts der Tabake 
mit dem Betrag der Nicotinverminderung l4Bt sich feststellen, daB bei 
dem an Peroxydase und Oxygenase sehr armen Gartentabak wahrend 
der Fermentation iiberhaupt keine Nicotinverminderung stattfindet (die 
geringe Erhéhung des Nicotingehalts kann auf den Trockensubstanz- 
verlust des Tabaks wihrend der Fermentation zuriickgefiihrt werden). 
Bei den Peroxydase und Oxygenase enthaltenden Tabaken vermin- 
derte sich der Nicotingehalt wihrend der Fermentation in geringerem 
oder gréBerem MaBe, ohne daB aber zwischen der GréBe des Enzym- 
gehalts und der Nicotinverminderung ein Zusammenhang festgestellt 
werden konnte. Es ist die Aufgabe weiterer Untersuchungen zu ent- 
scheiden, ob sich die an Peroxydase und Oxygenase sehr armen Tabake 
in jedem Falle ohne Nicotinverminderung fermentieren. 





Der 
Mos 
in 1} 
bei 
zu 


wis 
im 

es i 
der 


won 


sich 
Nic 
Zus 
star 
der 

wur 
des 

spie 
des 

ver! 
geh: 
Bed 


heri; 


lg 

Was 
gela 
filtr 
Oxy 
wure 
5 ce! 
Geg 
steh 





Tabaktrocknung und -fermentation. I]. 409 


Die Katalase wurde im Tabak im Jahre 1901 durch Loew (5) entdeckt. 
Der griine Tabak enthalt die Katalase in einer in Wasser’ unldéslichen 
Modifikation, welche sich wahrend der Trocknung und Fermentation in 
in Wasser lésliche Katalase verwandelt. Loew schreibt auch der K.atalase 
bei der Fermentation eine wichtige Rolle zu, ohne aber die Rolle derselben 
zu bezeichnen. 

Obgleich sich mit der Katalase sehr viele Forscher beschaftigten, 
wissen wir auch heute noch nicht bestimmt, was fiir eine Rolle dieselbe 
im Stoffwechsel der pflanzlichen und tierischen Organismen einnimmt; 
es ist sehr wahrscheinlich, daB die Katalase in die Oxydationsvorginge 
der Zellen auf irgendeine Weise eingreift. 


Tabelle Il. 





n/l0O K MnO, Nicotin ° 
: | Nicotin . , 
Zeitdauer der eem 7 Nicotinver- 
Tabaksorte Fermentation  $—  —@ —\}+-—_______—_—_—_—__ minderung 
in Tagen vor Fer- | nach Fer- 


v«< ¢ g se . s 
Katalase mentation | mentation 0/5 


Debrecener 41 9,0 3,32 3,20 | 3,6 
~ 61 27,5 2,84 2,51 11,6 
- 61 42.0 3,12 248 || 22,1 


Laut den in der Tabelle II mitgeteilten Versuchsresultaten zeigt 
sich zwischen dem Katalasegehalt der getrockneten Tabake und der 
Nicotinverminderung wahrend der Fermentation ein  bestimmter 
Zusammenhang in dem Sinne, daB mit héherem Katalasegehalt eine 
stirkere Nicotinverminderung verbunden ist. Bei der Untersuchung 
der Wirkung eines stark aktiven Katalasepriiparats auf reines Nicotin 
wurde eine Nicotinzersetzung nicht beobachtet; der Katalasegehalt 
des Tabaks kann also nur eine indirekte Rolle bei der Nicotinverminderung 
spielen. Wenn dieser Zusammenhang zwischen dem Katalasegehalt 
des Tabaks und der wahrend der Fermentation eintretenden Nicotin- 
verminderung sich allgemein bestatigt, wird die Kenntnis des Katalase- 
labaks auch vom praktischen Standpunkt aus eine groBe 


r 


gehalts des 
Bedeutung gewinnen. 
Methodik. 


Beziiglich der Nicotinbestimmung verweise ich auf eine unserer vor- 
herigen Mitteilungen (6). 

Zur Bestimmung (7) der Peroxydase, Oxygenase und Katalase wurde 
1g Tabakpulver in einem 100-cem-MeSkolben eingewogen, 50 bis 60 cem 
Wasser hinzugegossen, 4 Stunden lang unter 6fterem Schiitteln stehen- 
gelassen. Dann wurde bis zur Marke aufgefiillt, durch ein trockenes Filter 
filtriert und in je 20ccm (0,2 g Tabak) des Extraktes die Peroxydase, 
Oxygenase und Katalase bestimmt. Bei der Bestimmung der Peroxydase 
wurden zum Extrakt 20 cem Wasser, 5 ccm 10°, ige Pyrrogallollésung und 
5eem 1° ,ige Wasserstoffsuperoxydlésung zugesetzt und die Mischung in 
Gegenwart von Toluol dreimal 24 Stunden hindurch bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Das abgeschiedene Purpurogallin wurde durch Asbest 
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filtriert, mit Wasser ausgewaschen, in 10 cem konz. Schwefelséure aufgelést 
und das Filter mit 60 cem Wasser nachgewaschen. Die gewonnene Lésung 
wurde mit n/10 KMnO,-Lésung auf die Weise titriert, daB die Lésung 
gegen Ende der Titration bis zum Sieden erhitzt und die Titration nur dann 
als beendigt betrachtet wurde, wenn die Rosafarbung 1 Minute bestehen 
blieb. Als Kontrolle wurde eine ahnliche Bestimmung mit auf dem Wasser- 
bad 15 Minuten hindurch inaktiviertem Extrakt durchgefiihrt und die 
verbrauchte KMnO,-Lésung in Abzug gebracht. Die Bestimmung der 
Oxygenase geschah auf ahnliche Weise wie die der Peroxydase, mit dem 
Unterschied, da Wasserstoffsuperoxyd nicht gebraucht wurde. Bei der 
Bestimmung der Katalase wurden zu 20 ccm Extrakt 20 ccm Wasser, 
2cem 1°,ige Wasserstoffsuperoxydlésung hinzugegeben, die Mischung 
4 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehengelassen, dann mit Schwefel- 
siure angesiuert und das nicht verbrauchte Wasserstoffsuperoxyd mit 
n/l0 KMnO,-Lésung zuriicktitriert. Das Ende der Titration bedeutete 
eine in 10 Sekunden nicht verschwindende Rosafarbung. Die bei der mit 
inaktiviertem Extrakt auf ahnliche Weise durchgefiihrten Bestimmung 
verbrauchte KMnO,-Menge wurde auch hier beriicksichtigt. 


Zusammenfassung. 


Bei dem an Peroxydase und Oxygenase sehr armen Gartentabak 
war wihrend der Fermentation keine Nicotinverminderung wahr- 
nehmbar. Es besteht bei den Debrecener-, Szegeder Rosen- und Kapa- 
Tabaken zwischen der GréBe des Peroxydase- und Oxygenasegehalts 
und der Nicotinverminderung kein Zusammenhang. Es zeigt sich 
zwischen dem Katalasegehalt der Tabake und der Nicotinverminderung 
waihrend der Fermentation ein bestimmter Zusammenhang. Wenn sich 
dieser Zusammenhang allgemein bestitigt, wird die Kenntnis des 
Katalasegehalts des Tabaks auch vom praktischen Standpunkt aus 
eine groBe Bedeutung gewinnen. 
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Plasmaeiweib, Cholesterin 
und Senkungsreaktion bei verschiedenen Tierarten. 


Von 
Bertil Swedin. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 28. November 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Obgleich viele Untersuchungen tiber die Einwirkung verschiedener 
physikalisch-chemischer Faktoren auf die Senkungsgeschwindigkeit 
der roten Blutkérperchen angestellt sind, kann damit das Problem 
nicht als endgiiltig gelést angesehen werden. Normales Blut von ver- 
schiedenen Tierarten weist bekanntlich hinsichtlich der Senkungs- 
geschwindigkeit der roten Blutkérperchen héchst verschiedene Ver- 
haltnisse auf. Die bestimmenden Faktoren hierfiir kann man sicherlich 
sowohl bei den Blutkérperchen als auch im Plasma suchen. Dies geht 
aus Austauschversuchen [Abderhalden (1), Linzenmeier| hervor, in 
denen man X-Blutkérperchen in Y-Plasma hatte sedimentieren lassen 
und vice versa. Dabei stellte sich heraus, daB Pferdeblutkérperchen 
in Rinderplasma langsamer sanken, aber doch schneller als Rinder- 
blutkérperchen in ihrem eigenen Plasma usw. 

Welche Faktoren die Unterschiede der Blutkérperchen verschie- 
dener Tierarten in erwaihnter Beziehung bedingen, ist bis jetzt un- 
bekannt. Auf das Plasma ist viel mehr Arbeit verwendet worden. 
Die vorliegende Arbeit ist daher auf das Blutplasma beschrinkt worden, 
obschon Verfasser sich dariiber im klaren ist, daB auch der Bau, die 
Zusammensetzung, die GréBe, die Anzahl der Blutkérperchen und 
dergleichen eine bedeutende Rolle spielen miissen. 

Besonders die EiweiSfraktionen des Plasmas sind Gegenstand des 
Interesses vieler Forscher: Fahraeus (5) (6), Frisch, Starlinger (7), Linzen- 
meter (13), Gram (8), Léhr, Petschacher, Westergren, Theorell und Wid- 
strém (35). Die Korrelation zwischen einer Fibrinvermehrung und einer 
beschleunigten Senkungsreaktion (SR.) wurde von folgenden Autoren 
gefunden: Seki (20), Holzweissig (11), Murakami-Yamaguchi (14), Fujiwara, 
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Greisheimer (10), van Winkle, Bendien und Snapper(2) u.a. Auch die 
Lipoide scheinen EinfluB auf die SR. zu haben. Dies ist von Hugo 
Theorell (23) gezeigt worden. Er fand eine negative Korrelation zwischen 
SR. und dem leicht atherextrahierbaren Cholesterin. Weiter sind andere 
Faktoren, wie die Salzkonzentration im Plasma, von Enocksson (4), die 
Verdiinnung des Plasmas in vitro von Westergren (27 bis 29) (32 bis 34) 
und bei der Animie von Gram (9), Bénniger (3), Schdfer (18) und Vogel (26) 
diskutiert worden. Ejinige Verfasser, wie z.B. Pinner, Knowlton und 
Kelly (16), Schrijver-Hertzberger (19), Reiche und Fretwurst (17) haben bei 
der Untersuchung ihrer Materialien keinen Zusammenhang zwischen SR. 
und den EiweiSfraktionen finden kénnen. Ohilson und Rundgqvist (15) 
befreien das Plasma von den Lipoiden und finden, daB darin aufgeschlammte 
Blutkérperchen ungefahr ebenso schnell wie im unbehandelten Plasma 
sinken, weshalb sie glauben, da den Lipoiden wenig oder gar keine Be- 
deutung fiir die Suspensionsstabilitaét des Blutes zuzumessen ist. Es ist 
indessen noch unklar, inwiefern die Ladung der Eiweifstoffe und die 
physikalisch-chemischen Verhaltnisse im itibrigen durch die tiefgreifende 
Behandlung beeinfluBt werden: Fallung mit Alkohol in der Kalte und 
Atherextraktion im Sozhlet-Apparat. 

GewiB spielen sowohl die EiweiBkérper als auch die Lipoide des Plasmas 
eine bedeutende Rolle fiir SR. Da die Untersuchungen betreffs dieser 
beiden Stoffe bisher hauptséchlich an gesunden und kranken Menschen 
ausgefiihrt worden sind [Westergren, Theorell und Widstrém (35) u. a.), 
ware es wohl von einem gewissen Interesse, zu sehen, welche Verhaltnisse 
bei verschiedenen Tierarten herrschen. Vorstehende Untersuchung habe 
ich auf Vorschlag von H. Theorell ausgefiihrt. 


Eigene Untersuchungen. 
Methodik. 

Natiirlich hat man hier mit Variationen von anderen, bei der Unter- 
suchung von nur einer Tierart gewissermaBen konstanten Faktoren zu 
rechnen, die EinfluB auf die SR. haben kénnen, wie die GréBe, die Anzahl, 
die Ladung und iibrige physikalisch-chemischen Verhaltnisse der Blut- 
kérperchen, die Viskositét des Plasmas, der Unterschied des spezifischen 
Gewichtes zwischen den PlasmaeiweiBfraktionen verschiedener Tierarten, 
sowie viele anderen weniger oder gar nicht bekannten Eigenschaften des 
Plasmas, die unter den Tierarten variieren. Bei der Diskussion des er- 
haltenen Zahlenmaterials ist dies beriicksichtigt worden, weshalb die Ver- 
gleiche unter den Tierarten nur in groBen Ziigen gemacht worden sind. 

Gesunden Individuen von Pferd, Rind, Ziege und Hund wurde das 
Blut aus der V.jugularis ext. mittels einer 50-cem-Rekordspritze ent- 
nommen. Bei Kaninchen und [gel (Erinaceus europaeus) wurde aus techni- 
schen Griinden unter Athernarkose eine Carotiskaniile angelegt, wobei 
50cem Blut in einen paraffinierten und graduierten Kolben abgelassen 
wurden. Die Blutprobe von Menschen wurde in iiblicher Weise durch 
Punktion der V. cubitalis erhalten. 

In die Spritze bzw. den Kolben wurde 0,5ccm 40°, iger Natrium- 
citratlésung hineinpipettiert, so daB eine konstante Citratkonzentration 
von 0,4", erhalten wurde. Das Blut wurde dabei hypertonisch, was eine 
Blutkérperchenschrumpfung von etwa 9°), hervorrief. Dies hatte natiirlich 
einen beschleunigenden Einflu8 auf die SR., aber da der Fehler fiir alle 
Untersuchungen der Serie galt, und die Vergleiche nur innerhalb der Serie 
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angestellt worden waren, so war die Schrumpfung in diesem Falle ohne 
Bedeutung. Spitestens !/, Stunde nach dem Erhalten der Probe wurde 
die Bearbeitung derselben begonnen. 

Zur Bestimmung der Senkungsreaktion wurde die Methode von Wester- 
gren (30) (31) benutzt. Die Versuche wurden durchwegs mit Réhren von 
2 und 5mm Weite gemacht, ohne daB eine wesentliche Abweichung in 
der einen oder der anderen Richtung beobachtet werden konnte. 

Die Hdmatokrituntersuchung wurde ohne weitere Verdiinnung direkt 
mit dem Citratblut ausgefiihrt. 

Zur Analyse des Gesamtcholesterins des Blutes nach Theorell wnd Wid- 
strém (25) wurde Ilcem Blut genommen, das in eine frisch zubereitete 
Mischung von 1,2cem Bariumchlorid-Essigséurelésung mit 9cem Aceton 
nach Szent-Gyérgyi und Tominaga (21) pipettiert wurde. Mit dieser ver- 
haltnismaéBig groBen Menge Faillungsfliissigkeit wurden bei der nach- 
folgenden Soxhlet-Extraktion nur unbedeutend mibfarbige Chioroform- 
extrakte erzielt. 

Das tbrige Blut wurde zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. 

Die Eiweiffraktionen des Plasmas wurden nach der von Theorell und 
Widstrém (24) angegebenen Methode bestimmt. Reststickstoffbestimmungen 
wurden nicht ausgefiihrt, sondern der Reststickstoff wird als EiweiB be- 
rechnet zusammen mit Gesamteiwei8 und Albumin in der untenstehenden 
Tabelle angegeben, wodurch diese Werte 0,1 bis 0,2°, zu hoch liegen. 

Die Gesamtcholesterinbestimmung in 1 cem Plasma wurde nach Theorell 
und Widstrém (25) ausgefiihrt. Die Alkoholextraktion im Soxhlet-Apparat 
dauerte 5 Stunden. Der Extrakt wurde im Vakuum auf dem Wasserbad 
bei einer Temperatur von 80° eingedampft. 

Der Riickstand des Plasmas wurde zu Atherextraktion gebraucht. 
In Zusammenarbeit mit H. Theorell und G. Widstrém wurde hierfiir eine 
verbesserte Methodik ausgearbeitet. In Extraktionsréhrchen aus Jenaer 
Glas wurden leccm Plasma und 2 ccm neutralisierter, wassergesattigter 
Ather pipettiert. Diese Réhrchen hatten Ampullenform mit einer Innenweite 
von 15mm und einer Lange von 100mm. Der 5mm lange und 3,5 mm 
weite Hals wurde vollstandig mit in Wasser gekochten nassen Korken, 
die jedoch nicht in die Réhrehen hineinreichen durften, verschlossen. Es 
stellte sich als sehr wichtig heraus, daB die Réhrchen méglichst gleich 
waren, da selbst kleine Abweichungen deutlich verschiedene Resultate 
gaben. Die Réhrchen wurden in den Extraktionsapparat (Abb. 1), be- 
stehend aus zwei runden Metallscheiben, die mit cinem  gegenseitigen 
Abstand von 65mm an einer gemeinsamen Achse befestigt waren, hinein- 
gesetzt. In der Peripherie der Scheiben waren Lécher fiir die Extraktions- 
rohrehen ausgestanzt. Diese wurden mittels einer Gummischnur fest- 
gehalten. Der Abstand zwischen dem Zentrum des Roéhrchenhalses und 
dem Mittelpunkt der Achse war 85mm. Ein unbedingt gleichmaBiger 
Gang mit genau reproduzierbarer Umdrehungszahl wurde dadurch erzielt, 
daB der Apparat mittels des von IJzikowitz, Theorell und Widstrém (12) 
verwendeten, mit Zentrifugalregulator versehenen, elektrischen Motors an- 
getrieben wurde. Wahrend dieser Untersuchungen betrug die Umdrehungs- 
zahl des Apparates durchgehends 56 in der Minute. Nach geeigneter Extrak- 
tionszeit wurden die Réhrchen herausgenommen und 5 Minuten in einer 
Winkelzentrifuge zentrifugiert. Die 2 ccm Ather, die urspriinglich in dem 
Réhrehen waren, wurden mit 6cem Ather verdiinnt und mit einer besonders 
konstruierten Pipette, die durch die enge Réhrchen6ffnung eingefiihrt werden 
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Nr 


~ wD 


or 


fr) 


ons 


11 


13 
14 


18 
19 
20 


Tierart 


Rind 


Stier 
Pferd 
” 


” 
” 


” 


Hund 
Ziege 


” 


Igel 


Kaninchen 


Mensch 


” 


SR. 


Niedrig 
4 mm/24 Std. 


Mittel: 


5 mm /24 Std. 


Hoch 
120 mm/1 Std. 


Mittel: 


Niedrig 0,2 mm/2 Std. 
Niedrig 
0/1 Std. 1,5 mm/4 Std. 


Mittel: 


Niedrig 


_O/1 Std. 10 mm)2 Std. 


Mittel: 


Niedrig 
0,5 mm/1 Std. 


Mittel: 


9 mm/1 Std. 
2 mm/1 Std. 


Mittel: | 


Leicht atherextrahierbares Cholesterin in °/o,¢ 


in 2 Std. 
extrahiert 


0,729 


0,758 
1,65/1}/, Std. 
0,485 
0,905 
0,376 


0,100,21/, Std. 
0,133/11/, Std. 


0,182 


0,250/21/, Std. 


0,143 
0.162 
0,791 
0,273 


0,382/21/, Std. 


0,302 


1,01 
0,913 
1.08 


1,00 


Spuren 


Spuren 


1,09/21/, Std. 
1,32 


1,20 


in °/5 Von ; 

Totalplasma- 

cholesterin 
38,8 
48,2 
60,0 
46,0 
48,2 
20,2 
10,3 
12.4 
18,2 
20,8 
11,2 
14,6 
45,7 
36,0 
42.1 
39,0 
55,0 


70,8 
52,8 


59,5 


51,1 
61,6 


56,3 


in 24 Std. 
extra- 
hiert 


0,620 
0,757 
0,611 
0,957 
0,724 


1,35 


0,031 
0,218 
0,362 
0,233 


0,259 


2,07 


2.01 


in °J/9 von 


Totalplasma 


cholesterin 


93,4 
93,1 


63,5 
71,7 
61,1 
79,5 
56,8 


78,0 


96,2 


93,8 


14,8 
66,5 
54,1 
34,2 
50,5 


97,0 
94,5 





———— 


Che 


Plasma 


0,209 
0,328 
0,668 
0,681 
0,513 


0,480 | 


2,14 
2,12 


2,18 
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Cholesterin in /o9 


‘jasma 


1,209 
0,328 
0,668 
0,681 
0,513 


nr pee Hiima- 


Blut Blut- tokrit 
kérperchen 


1,72 1,45 
2,29 2,37 
1,60 1,64 
2,47 2,05 
1,10 1,18 


| 1,84 
| 2,19 
1,19 
| 1,26 
| 1,17 
131 


1,32 


1,25 
2,16 
0,952 
0,950 


0,951 


0,662 
0,671 
0,766 
0,771 


PlasmaeiweiB in ©), 


Fibrin Globulin 


0,581 
0,545 
0,582 
0,612 


0,580 
0,973 
0,464 
0,520 
0,491 
0,519 


0,498 
0,276 
0,389 
0,745 


0,567 


0,418 


0,318 
0,210 
0,283 
0,293 
0,297 


0,280 
0.264 
0,241 


0,252 


, Bemerkungen 
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+ RN. 
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| 
| 
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konnte, abpipettiert. Dann wurde zweimal sorgfiltig mit je 6 ccm Ather 
gespiilt. Der cholesterinhaltige Ather, der in gew6hnliche Probierglaschen ab- 
pipettiert worden war, wurde dann auf einem Wasserbad bei 35° verdampft. 

Die Cholesterinanalyse wurde 
nach H. Theorells (22) Modifikation 
der Liebermann-Burchardschen Re- 
aktion ausgefiihrt. Der Cholesterin- 
gehalt der Blutkérperchen ist aus 
den erhaltenen Werten des Blut- 
kérperchenvolumens und des Ge- 
samtcholesteringehaltes im Plasma 
und Vollblut  berechnet. Der 
Durehschnittsfehler aller Ather- 
extraktionen mit dem _ beschrie- 
benen Apparat betrug = + 0,031 mg 
Cholesterin. 

Die in vorstehender Tabelle 
angegebenen Ziffern stiitzen sich 
alle auf die Durchschnittszahl aus 
zwei, oft drei bis vier Analysen 
Abb. 1. derselben Probe. 





Resultate. 
Bei einem Vergleich der bei Tieren erhaltenen Werte mit denen 
aus normaler menschlichen Plasmen (Nr. 23 und 24) ergab sich folgendes. 
Rind. SR. war sehr niedrig, im Durchschnitt 4 mm in 24 Stunden. 
Die Menge des in 2 Stunden im Extraktionsapparat aus dem Plasma 
extrahierten Cholesterins (= leicht atherextrahierbares Cholesterin) 
yar groB und machte 
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findet man, daB die Cholesterinwerte gut mit der von H. T'heorell 
aufgestellten Theorie, daB das ,,freie’* (nicht mit EiweiB verbundene) 
Cholesterin einen hemmenden Einflu8 auf die Senkung der Blutkérper- 
chen habe, iibereinstimmen. Die Fibrin- und Globulinwerte liegen im 
Verhaltnis zu der kleinen SR. auffallend hoch. 


Pferd. SR. war sehr hoch. Hier gab es sehr wenig leicht ither- 
extrahierbares Cholesterin und die prozentuale Extraktion war gering. 
Der Fibringehalt war ziemlich hoch, ebenso der Cholesteringehalt, 
beide waren jedoch niedriger als die entsprechenden Werte fiir das 
Rind. Sie waren jedoch nicht so hoch, wie bei der hohen SR. hitte 
erwartet werden kénnen. Die Mengenverhiltnisse des Cholesterins 
paBten dagegen vortrefflich. Die Extraktionskurve zeigte in allen 
untersuchten Fallen einen beachtenswerten Verlauf, indem in 1 bis 
2 Stunden ungefahr 10 bis 15 &% des Gesamtcholesterins extrahiert wurden, 
wahrend die in den folgenden 3 Stunden extrahierte Menge gering war. 
Dann wurde die Extraktionsgeschwindigkeit wieder stark gesteigert, 
so daB nach 24 Stunden 60 bis 70° des Cholesterins extrahiert war. 
Dieses Phinomen war in einigen von Theorell beobachteten Fallen 
(23, S. 90) angedeutet, teils gerade beim Pferdeplasma, teils bei einem 
pathologischen, schnellsenkenden menschlichen Plasma. Die hier 
erhaltenen Werte stiitzen natiirlich die Theorie, daB eine vom Plasma- 
eiweiB lose oder gar nicht gebundene Cholesterinfraktion schnell ex- 
trahiert wird, worauf nach 5 bis 6 Stunden das EiweiB denaturiert 
zu werden beginnt, wobei das hieran gebundene Cholesterin freigemacht 
wird und sich in Ather list. In den Falien, wo mehr leicht atherextra- 
hierbares Cholesterin vorhanden war, war der Knick weniger aus- 
gesprochen, z. B. bei der Ziege und beim Menschen. Beim Rind gab es 
gar keinen Knick, was wahrscheinlich darauf beruht, daB die beim 
Denaturieren des EiweiBes einsetzende Abspaltung fest gebundenen 
Cholesterins mit der benutzten Methodik nicht sicher entdeckt werden 
konnte; das ,,fest®* gebundene Cholesterin des Plasmas machte nur 
einen geringen Prozentsatz des totalen Cholesterins aus -- wenn es 
iiberhaupt hier ,,fest‘* gebundenes Cholesterin gibt. 


Hund. SR. war niedrig. Es war ziemlich viel leicht itherextrahier- 
bares Cholesterin vorhanden, was ja zu der SR. stimmte. Der Fibrin- 
gehalt war ungefahr wie beim Menschen. Die Globulinfraktion war 
im Verhaltnis zu der niedrigen SR. etwas zu hoch. Da nur ein unter- 
suchter Fall vorlag, sind die erhaltenen Werte ziemlich unsicher. 


Ziege. SR. war niedrig. Ziemlich niedriger Wert fiir das leicht 
itherextrahierbare Cholesterin, nur noch einmal soviel wie beim Pferde. 
Die prozentuale Extraktion war etwas niedriger als beim Rind. Der 
Cholesterinwert stimmte folglich ziemlich gut zu der SR. Das grob- 
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disperse EiweiB stimmte gar nicht; Fibrin = 0,567% und Globuli) 
4,85 %,. 

Igel. SR. war etwa wie beim Menschen. Auch das Cholesterin 
verhielt sich wie beim Menschen, was also zu der SR. stimmte. Dir 
Fibrin- und Globulinwerte dagegen waren unter Beriicksichtigung de: 
niedrigen SR. hoch. 

Kaninchen. SR. war niedrig. Besonders wenig atherextrahierbare- 
Cholesterin (< 0,04°/,,) wurde in allen untersuchten Fallen gefunden 
was gar nicht zu der SR. stimmte. Die Fibrinmenge (0,280) stimmt: 
einigermaBen. Die Globuline lieBen sich schwer beurteilen, da dies 
ohne entsprechende Variation in der SR. stark variierten. Besonders 
bemerkenswert war der relativ hohe Cholesteringehalt der Blutkérperchen 
(1,17°/o9) im Vergleich zu dem niedrigen des Plasmas (0,48 °/o9). Da di: 
Zusammensetzung des Kaninchenplasmas beziiglich der hier unter 
suchten Faktoren also keine Erklarung der niedrigen SR. gab, so diirfte 
man hier die Ursache bei den Blutkérperchen zu suchen haben. Ob die 
oben erwihnte, ungleiche Verteilung des Cholesterins zwischen Blut 
kérperchen und Plasma hier eine Rolle spielen kénnte, muB bis auf 
weiteres dahingestellt bleiben. 


Zusammenfassung. 

Das leicht atherextrahierbare Cholesterin und die EiweiBfraktionen 
des Blutplasmas und SR. sind bei Rind, Pferd, Hund, Ziege, Igel und 
Kaninchen untersucht worden. Es wird eine Methodik zur Bestimmung 
des leicht atherextrahierbaren Cholesterins beschrieben. Bei Rind, 
Pferd und Igel ist eine gute Ubereinstimmung zwischen der Menge 
leicht atherextrahierbaren Cholesterins gefunden worden und bei Hund 
und Ziege eine ziemlich gute. Das Kaninchenplasma verhilt sich in 
bezug auf das Cholesterin vollstindig abweichend. Wider Erwarten 
konnte keinerlei Zusammenhang zwischen SR. und der GréBe der Eiweib- 
fraktionen des Plasmas nachgewiesen werden. So sind z. B. die héchsten 
Fibrinwerte an dem auBerordentlich langsam sedimentierenden Rinder- 
blut erhalten worden. 

Herrn Professor Gerhard Forssell an der Kgl. Tierairztlichen Hochschule 
Stockholm, durch dessen freundliches Entgegenkommen ich Gelegenheit 
hatte, tadelloses Tiermaterial zu bekommen, méchte ich auch hier meinen 
besonderen Dank aussprechen. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel aus der ,,Stiftelsen Therese och 
Johan Anderssons minne‘‘ untersttitzt. 
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Neue maBbanalytische Mikro-bestimmungsmethode 
der Harnsiure im Harn und Blut. 


Von 
Stefan Rusznyék und Ella Hatz. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Kgl. Ung. Franz Josef Universitat, 
Szeged, Ungarn.) 


(Eingegangen am 30. November 1932.) 


Zur Bestimmung der Harnsiure werden in der klinischen Praxis 
zahlreiche Verfahren verwendet. Wahrend die Ausfiihrung der alteren 
Methoden gréBere Substanzmengen in Anspruch nahm, gelang es 
in neuerer Zeit, zuverliBliche Mikromethoden zu schaffen, so daB auch 
das Blut ohne Bedenken zu den Harnsaurebestimmungen herangezogen 
werden konnte. Von diesen teils maBanalytischen ', teils kolorimetrischen* 
Harnsaurebestimmungsmethoden erfreuen sich besonders die letzteren 
einer allgemeinen Anwendung. 

Die allbekannte Erfahrung jedoch, da8 bei kolorimetrischen 
Messungen Fehler subjektiver Herkunft sich oft zu stark geltend machen, 
veranlaBte uns, die Konzentration des Farbstoffs der der kolorimetri- 
schen Messung unterworfenen Lésung maBanalytisch zu bestimmen. 
Dabei wurde selbstverstaindlich danach gestrebt, daB die Beobachtung 
des Farbenumschlages durch nennenswerte Fehler subjektiver Art 
nicht beeinfluBt werde. Es gelang uns auch tatsichlich, eine maB- 
analytische Methode auszuarbeiten, bei welcher der Farbenumschlag 
aus der Entfirbung der die Lésung blau fairbenden Komponente 
besteht, also die Farbenanderung sich ungefahr derart gestaltet, wie 
bei den jodometrischen Messungen. Unser Verfahren erméglicht die 
Bestimmung der Harnsaiure mit groBer Sicherheit bis zur Genauigkeit 
von + 0,01 mg. 


1 Z. B. Kriiger u. Schmidt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2677, 1899; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 351, 1894; 45, 1, 1905; Folin-Schaffer, ebenda 
82, 552, 1901 usw. 

2 Folin u. Wu, J. of biol. Chem. 88, 459, 1919; Benedict u. Franke, 
ebenda 52, 387, 1922; Folin- Benedict, ebenda 54, 153, 1922. 
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Wie bekannt, beruht die kolorimetrische Bestimmung der Harnséure 
auf der Beobachtung, daf Phosphorwolframsaéure auf Einwirkung von 
Harnséure zu einer intensiv blauen Verbindung reduziert wird’. Uber die 
Konstitution dieses blauen Reduktionsproduktes finden wir in der Literatur 
keine sicheren Angaben. Es ist jedoch mit ziemlicher Bestimmtheit anzu- 
nehmen, da hier eine analoge Verbindung wie bei dem Oxyd des Molybdains, 
welches durch reduktive Einwirkung gewisser organischer Substanzen auf 
Phosphormolybdansaure aus dieser entsteht, vorliegt. Da diesem die Forme! 
Mo, 0, . 3 MoO, . 6 H,O entspricht *, kann der analogen Wolframverbindung 
die Formel W,0,; . 3WO, . 6 H,O zugeteilt werden. Es ist jedenfalls zweifel- 
los, daB das intensiv blaue Reduktionsprodukt ein niedrigeres Oxyd des 
Wolframs darstellt, das auf oxydative Einwirkung wiederum in das héhere 
Oxyd des sechswertigen Wolframs (W O,) iibergeht. In wiisserigen Lésungen 
sind selbstverstandlich die entsprechenden Hydrate, d.h. Wolframsauren 
anzunehmen. Das Reaktionsschema des Oxydationsvorganges kann wie 
folgt angegeben werden: 2 W,0O,.3 WO, + O, 10 WO,. 

Bei unserem Verfahren wird diese Oxydation in alkalischem 
Medium mittels Kaliumferricyanid durchgefiihrt. Letzteres liefert 
in alkalischem Medium 1 Aquivalent Sauerstoff im Sinne der Gleichung: 

2 K,Fe(CN), + 2 KOH = 2 K,Fe(CN), + H,O + O, 
woraus folgt, daB 1 Mol W,0,.3 WO, 2 Mol Kaliumferricyanid aqui- 
valent ist. 

Wenn wir nun wiiBten, wieviel Mol Harnsaiure die Entstehung 
von 1 Mol W,0,;.3 WO, hervorruft, kénnte die 1 Mol Harnsaure 
aquivalente Menge des Kaliumferricyanids ohne weiteres ermittelt 
werden. Leider steht uns aber die Kenntnis des stéchiometrischen 
Verhaltnisses zwischen Harnsiure und W,0,;.3 WO, nicht zur Ver- 
fiigung, da -— unseres Wissens -—— der Verlauf der Reaktion zwischen 
Harnsiure und Phosphorwolframsiure bisher noch nicht aufgeklart 
wurde. 


Um nun die zur Berechnung der Analyse nétigen Grundlagen 
zu schaffen, muB der Weg der Empirie eingeschlagen werden, d. h. 
wir miissen uns auf Daten solcher Analysenreihen stiitzen, die an 
reinen Harnsaurelésungen ausgefiihrt wurden. Der so gewonnene Faktor 
stellt —- wie wir weiter unten sehen werden — keinen im iiblichen 
Sinne des Wortes genommenen empirischen Faktor dar, da zwischen 
der Menge der bei der Reduktion verbrauchten Harnsiure und dem 
bei der Riickoxydation verbrauchten Kaliumferricyanid ein strenges 
stéchiometrisches Verhaltnis besteht. 

Wir wollen das oben Gesagte mit der Wiedergabe der Berechnungs- 
art des Faktors niher beleuchten: Nehmen wir vorlaufig an, daB 1 Mol 


1 Folin u. Wu. l.c. 
2 F. Ephraim, Anorg. Chem., Dresden u. Leipzig 1929, 8. 413; H. Remy, 
Lehrb. d. anorg. Chem. 2, 121, Leipzig 1931. 
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Harnsdure 1 Mol W,O, . 3 WO, bildet. Dann waren 168,04 g (1 Gramm. 
mol) Harnsiure 2 Liter/Mol Kaliumferricyanidlésung aquivalent., 
1 cem mol/100 Kaliumferricyanidlésung entspriache also 0,8402 mg 
Harnsiure. Berechnet man nun die Analysen, welche an reinen Harn. 
siurelésungen verschiedener Konzentration ausgefiihrt wurden, mit 
Hilfe dieses Faktors, so machen die gefundenen Werte genau das Drei- 
fache der theoretischen Werte aus. Aus diesen Versuchsergebnissen 
folgt also, daB die richtige Aquivalenzzahl ein Drittel des oben voraus- 
gesetzten Faktors ist, d. h. 0,2800 gleichgesetzt werden muB. Es lage 
nahe, aus diesem Experimentalbefund auf den Verlauf der zwischen 
Harnsiure und Phosphorwo:framsiure stattfindenden Reaktion zu 
schlieBen, wenigstens was das stéchiometrische Verhiltnis zwischen 
Harnsiure und Reduktionsprodukt anlangt. Diese Folgerung kann 
jedoch nur dann ohne Bedenken gezogen werden, wenn die Zusammen- 
setzung des Reduktionsproduktes sicher der Formel W,0,;.3 WO, 
entspricht. In diesem Falle bildet 1 Mol Harnsiure 3 Mol W,O, . 3W Os. 
Das Prinzip der Ausfiihrung unserer Bestimmungsmethode kann 
kurz wie folgend zusammengefaBt werden: Die aus Harn abgeschiedene 
und entsprechend geléste Harnsiure bzw. das entsprechend enteiweiBte 
Blut wird in Gegenwart von Natriumcyanid mit Natriumcarbonat 
und Phosphorwolframsaure versetzt. Wie ersichtlich, ist der verfolgte 
Vorbereitungsvorgang mit demjenigen des von Folin und Wu!, Folin 
und Benedikt? usw. ausgearbeiteten kolorimetrischen Verfahrens 
identisch. Die durch das Reduktionsprodukt blau gefairbte Lésung 
wird nach Zugabe von Lauge mittels mol/100 bzw. mol/200 Kalium. 
ferricyanidlésung bis zur vollstandigen Entfairbung titriert. 


Experimenteller Teil. 
Nétige Reagenzien. 

1. Silberlactatlésung*. 25g Silberlactat, 25g Milchséure und 25 ccm 
10° ig. Natronlauge werden in 450 cem dest. Wassers gelést. 

2. Natriumcyanidlésung*. Man lést 50g Natriumeyanid in 700 cem 
dest. Wassers, tragt in die Lésung 300 g Carbamid ein und schiittelt 4 bis 
5 Minuten lang mit 5 g Caleciumoxyd gut durch. Nun wird filtriert und im 
Filtrat das iiberschiissige Calctumhydroxyd mit Dinatriumhydrophosphat 
abgeschieden. Man filtriert die Lésung vom Niederschlag ab. 

3. 20° ig. Natriumcarbonatlésung, nicht alter als 2 Wochen. 

4. Natriumphosphorwolframatlésung>. 100 g Natriumwolframat werden 
in 200 cem dest. Wassers gelést und nachher unter fortwaihrendem Schiitteln 
und Kiihlen mit 20 ecem 85°,ig. Phosphorséiure versetzt. Nachdem man 


' ie. 

3.3. 6. 

8 Folin u. Wu, l.c. 

4 Folin, J. of biol. Chem. 86, 179, 1930. 
5 Derselbe, ebenda 86, 179, 1930. 
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durch die Lésung 20 Minuten hindurch einen langsamen Strom von Sehwefel- 
wasserstoff geleitet hat, fiihrt man abermals 10 ccm Phosphorsaéure ein. 
Nun wird filtriert, wobei die ersten 40 cem des Filtrats nochmals auf das 
Filter gegossen werden. Das klare Filtrat wird im Scheidetrichter mit 
300 cem Alkohol versetzt, griindlich durchgeschiittelt, nach kurzem Stehen 
die untere Fliissigkeitsschicht in einem 500-cem-Kolben abgelassen und mit 
dest. Wasser zu 300 ccm ergainzt. Nachdem man die Lésung zwecks Ver 
treiben des Schwefelwasserstoffs kurze Zeit lang gekocht hat (bis ein im 
Dampfraum gehaltenes Bleiacetatpapier nicht mehr gebraunt wird), werden 
abermals 20 cem Phosphorséure eingefiihrt und hernach | Stunde lang im 
gelinden Sieden erhalten. Die so gewonnene griine Lésung wird mit einigen 
Tropfen Brom entfarbt und der UberschuB des Broms durch Kochen ver 
trieben. Inzwischen iibergieBt man 12 g Lithiumecarbonat mit 150 cem dest. 
Wasser und fiihrt unter Umschiitteln portionsweise 20 cem Phosphorsaure 
ein. Nach Auskochen der Kohlenséure wird die Lithiumphosphatlésung 
abgekthlt und mit der friiher gewonnenen Phosphorwolframsaéurelésung 
vereinigt. Das Volumen der Lésung wird mit dest. Wasser zu 1 Liter er- 
ganzt. 

5. 10° 1g. Natronlauge. 

6. m/100 und m/200 Kaliumferricyanidlésung. 3,292 bzw. 1.646¢ 
Kaliumferricyanid pro anal. werden im 1-Liter-MeSkolben genau zu | Liter 
gelést. Falls kein zuverlaBliches Praparat zur Verfiigung steht, verfahrt 
man folgenderweise: Man lést 16,46 g Kaliumferricyanid im Mefkolben 
zu 500 cem. Diese Lésung entspricht einer m/10 Lésung, aus welcher durch 
10- bzw. 20fache Verdiinnung (Pipette und MeBkolben!) eine m/100 bzw. 
m/200 Lésung erhalten werden kann. Der Titer der MeBlésungen wird an 
der m/10 Stammlésung ermittelt, und zwar wie felgt!: Man _ pipettiert 
20 cem m/10 Lésung in einen 100-cem-MeBkolben, macht mit verdiinnter 
Kalilauge stark alkalisch, kocht auf und versetzt die Lésung solange mit 
einer frisch bereiteten konzentrierten Ferrosulfatlésung, bis der Niederschlag 
schwarz wird. Man kiihlt ab und erginzt mit dest. Wasser bis zur Marke. 
Die den Niederschlag enthaltende Lésung wird durch ein trockenes Falten 
filter in einen trockenen Becher filtriert und 50 ccm des klaren Filtrats, 
nach starkem Ansaéuern mittels verdiinnter Schwefelsiure, mit n/10 
Kaliumpermanganatlésung titriert. Die verbrauchten Kubikzentimeter der 
Kaliumpermanganatlésung ergeben mit 10 dividiert den Faktor der 
Kaliumferricyanidlésung, d.h. die bei der Harnséiure verbrauchte Anzahl 
Kubikzentimeter der Kaliumferricyanidlésung sind stets mit dieser Zahl 
zu multiplizieren. Da die Kaliumferricyanidlésungen nicht langere Zeit 
unzersetzt haltbar sind, méchten wir vorschlagen, die MeSlésungen aus 
einer m/10 Stammlésung frisch zu bereiten und gleichzeitig wie oben 
angegeben eine Titerstellung vorzunehmen. Zur EnteiweiBung des 
Blutes nétige Reagenzien: 

7. 10% ig. Natriumwolframatlésung. 

8. */, Schwefelsdure. Man verdiinnt 35cem konz. Schwefelséure zu 
1 Liter Wasser 


Bestimmung der Harnsaéure im Harn. 


1 cem Harn werden im Zentrifugenréhrchen mit 3 cem Wasser verdiinnt 
und mit 6cem Silberlactatreagens (1.) versetzt. Nachdem das Gemisch 


' Treadwell, Analyt. Chem. 2, 540. 








424 St. Rusznyék u. E. Hatz: 


einige Minuten im Dunklen gestanden hat, wird zentrifugiert. Man iiberzeugt 
sich durch Hinzufiigen einiger Tropfen Silberlactatl6sung, ob die Abscheidung 
der Harnsaure volistandig verlief. Ist dies nicht der Fall, wird nochmals 
zentrifugiert. Nun saugt man die klare Lésung vorsichtig ab und lést den 
Niederschlag durch Umriihren mit einem diinnen Glasstab in 7,5 cem 
Natriumeyanidlésung (2.) auf. Das Zentrifugenréhrchen wird auBen am 
Rande diinn eingefettet, der Inhalt in einen 100-cem-MeBkolben entleert, 
zweimal mit je 5cem 20°,,ig. Natriumcarbonatlésung (3.), hierauf mit 5 cem 
dest. Wassers ausgespiilt und zu den vereinigten Lésungen noch 3 cem 
Natriumcarbonatlésung gegeben. Die Menge der vorgeschriebenen Natrium 
carbonatlésung ist strengstens einzuhalten! Nachdem man die alkalische 
Lésung mit 5cem Phosphorwolframséure (4.) versetzt hat, wird 20 Minuten 
lang stehengelassen. Man ergéinzt mit dest. Wasser bis zur Marke, 
schiittelt griindlich durch und pipettiert 50cem in einen Titrierkolben. 
Nach Zufiigen von 15 ccm 10° ig. Natronlauge (5.) wird mit m/100 Kalium- 
erricyanidlésung sofort titriert. 


Bestimmung der Harnsaure im Blute. 


Zur Gewinnung des Blutfiltrates wird die Methode von Folin an- 
gewendet. Wir bekannt, verwendet man nach dieser Methode zur Ver- 
hinderung der Gerinnung Lithiumoxalat. Man gewinnt letzteres durch 
portionsweises Eintragen einer berechneten Menge von Lithiumcarbonat 
in Oxalséurelésung, worauf die Lésung verdampft wird. Man wagt 6 mg 
des so gewonnenen Lithiumoxalats in einen 50-cem-Kolben ein und ent- 
nimmt aus der Vene etwa 6 cem Blut. Der Inhalt des Kolbens wird griindlich 
durchgeschiittelt und nachher 5ccm Blut daraus entnommen, welches 
man in einen 100-cem-MeBkolben pipettiert. Man hamolysiert nun mit 
35cem Wasser, versetzt mit 5ccm 10° ,ig. Natriumwolframatlésung (7.) 
und 14Bt aus einer Biirette unter starkem Umschiitteln 5 cem */, n Schwefel- 
siure zutropfen. Nach zehnminutigem Stehen wird mit dest. Wasser bis 
zur Marke ergaénzt und die Lésung durch ein trockenes Faltenfilter in einen 
trockenen Becher filtriert. 50ccm des klaren Filtrats werden in einen 
100-cem-MeBkolben pipettiert und 7,5cem Natriumcyanidlésung (2.), 
15 cem Natriumcarbonatlésung (3.) und 5 cem Natriumphosphorwolframat- 
lésung. (4.) hinzugefiigt. Nach 20minutigem Stehen wird mit dest. Wasser 
bis zur Marke ergiénzt und griindlich durchschiittelt. Man pipettiert 50 cem 
der so gewonnenen Lésung in einen Titrierkolben, macht mit 15 cem 10° jig. 
Natronlauge alkalisch und titriert sofort mit m/200 Kaliumferricyanidlésung. 


Die Berechnung. 
a) Bei Harn wird folgende Formel der Berechnung zugrunde gelegt : 
Harnséure mg/100 eem Harn = 200.a./f. 0,28, 


wo ,,a@ die Kubikzentimeterzahl] der verbrauchten m/100 Kaliumferri- 
eyanidlésung und ,,f‘‘ den Faktor dieser MeBlésung bedeutet. 


b) Bet Blut rechnet man nach folgender Formel: 


Harnsaure mg/100 cem Blut = 80.a.f. 0,14, 
wo die Bedeutung der Buchstaben dieselbe ist wie bei a), mit dem Unter- 
schied, da®B hier ,,a“* die Kubikzentimeterzahl einer m/200 Kaliumferri- 
eyanidlésung und ,,/‘ den Faktor dieser MeBlésung bedeutet. 
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Wir haben unser Verfahren, vor allem an aus Harnsiure pro anal. 
bereiteten Stammlésungen ausprobiert. Die Reinigung der Harnsiure 
wurde auf das sorgfiltigste durchgefiihrt und zwar so, daB wir ein 
Mercksches Praiparat in reinster verdiinnter Natronlauge lésten und 
mit reinster verdiinnter Salzsiure wiederum ausfillten. Dieses Ver- 
fahren wurde dreimal wiederholt und die so gewonnene Harnsiure 
auf einer Nutsche mit destilliertem Wasser salzsiurefrei bzw. natrium- 


chloridfrei gewaschen. Dieses Priparat wurde schlieBlich aus viel 
destilliertem Wasser umgelést, mit Wasser, dann mit Alkohol griindlich 
gewaschen und im Vakuum iiber Chlorcalcium getrocknet. AuBer den 
an reinen Harnsaurelésungen ausgefiihrten Analysen wurde auch der 
Harnsiuregehalt von verschiedenen Blut- und Harnproben bestimmt 
und die Bestimmungen nach Hinzufiigen verschiedener Mengen Harn- 
siurestammlésungen abermals durchgefiihrt. Es ist stets darauf zu 
achten, da8 die zur Bestimmung gelangende Harnsiuremenge 0,1 bis 
2,0 mg betrage, sich also zwischen denselben Grenzen bewegt wie bei 
der Kolorimetrie. 


Tabelle I. 

















0,01 9/9 ig. K; (Fe(e’N) |. Gef. Ber. Abweichung 
Harnsaurelésung Liésung ™ Harnsiiure Harnsaure 
eem ecm mg mg mg 
4 1,44 0,403 0,400 + 0,008 
5 1,80 0,504 0,500 + 0,004 
5 1,78 0,500 0,500 0,000 
8 2,86 0,801 0,800 + 0,001 
10 3,60 1,008 1,000 + 0,008 
10 3,53 0,990 1,000 — 0,010 
10 3,63 1,017 1,000 0,017 
15 5,29 1,480 1,500 0,020 
15 5,40 1,512 1,500 + 0,012 
0,01 9/9 ig. Ks | Fe 4 ele Gef. Ber. Abweichung 
Harnsiurelésung Lisung Harnsiiure Harnsiure 
ecm ecm mg mg mg 
<i a ta - 
1 0,71 0,099 | 0,100 — 0,001 
1 0,72 0,100 0,100 0,000 
2 1,44 0,201 | 0,200 + 0,001 
2 1,46 0,204 | 0,200 + 0,004 
2 1,40 0,196 | 0,200 0,004 
3 2,20 0,308 0,300 + 6,008 
3 2,10 0,294 0,300 — 0,006 
3 2,18 0,305 0,300 + 0,005 
a 2,92 0,408 0,490 + 0,008 
4 2,98 0,417 0,400 + 0,017 
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Tabelle II. 








I m/100 An Zugefiigte m/100 | pg i. Ab- 
sens K3[Fe(CN)e] | siure | Harnsture | K3{Fe(CN)s)|  siure siure | Weichung 
ecm mg mg ecm mg mg mg 
bien 2,44 0,684 0,200 3,12 0,874 0,884 | —0,010 
? at 2,46 0,688, 0,200 3,20 0,890 0.888 | + 0,002 
arn | 2'33 0.652 0.200 3.04 0,851 | 0,852 | — 0,001 
I. gef. , : Ll. gef. Ber. 
: m/200 Harn- Zugefiigte m/100 Harn- Harn- Ab- 
Sub-  Ks(Fe(CN%] sure | Harnsture |K,(Fe(CN)g]  saure sure Weichung 
ecm mg mg eem mg mg mg 
1,25 0,625 0,0875 0,025 0.80 0.1129 0.1125 —0,0005 
ecm 0,33 0,0462 0,025 0,53 0,0742 0.0712 + 0,008 
Blut* |; 0.56  — 0,0784 0,025 0.92 0,1288 0.1284 + 0.0004 


* Man verwendet zur Bestimmung 5ccm Blut. 
die in 1,25 cem Blut befindliche Harnséure gebildete Reduktionsprodukt. 


Zur Titration gelangt jedoch das durch 


Wie aus den oben angefiihrten Tabellen ersichtlich, liefert unsere 
Methode recht befriedigende Resultate, bei denen die maximale Ab- 
weichung von den theoretisch ermittelten Werten 0,01 mg nicht tiber- 
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Uber die optische Aktivitit und Koagulation 
der Abbauprodukte des Caseins. II. 


Von 
Br. Jirgensons. 
(Aus dem chemischen Institut der Lettlandischen Universitat in Riga.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1932. 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In der ersten Mitteilung! iiber die Abbauprodukte des Caseins 
wurde tiber die Koagulation, sowie tiber die optische Aktivitat der nach 
der Methode von A. Fodor und S. Kuk? gewonnenen Abbauprodukte 
berichtet. Es stellte sich heraus, daB die peptonahnlichen Abbauprodukte, 
die durch Auflésen des Caseins in heiBem Glycerin hergestellt worden 
waren, in kolloidchemischer Hinsicht sich ahnlich dem unveranderten 
Casein (und anderen Kolloiden) verhalten. Beziiglich der optischen 
Aktivitat dagegen wurde die Ahnlichkeit mit den natiirlichen Amino- 
siuren festgestellt: von den Abbauprodukten wurden nach der Methode 
von O. Lutz® Kurven erhalten, die denen der natiirlichen Aminosauren 
sehr ahnlich sind. 

Die Versuche wurden nun in den beiden Richtungen weitergefiihrt. 
Es wurde die Salzflockung und die Koagulation durch variierende 
Konzentrationen verschiedener Alkohole niher untersucht und neue 
GesetzmaBigkeiten gefunden. Die maximal flockende Konzentration 
(Cmax) der Alkohole wurde bei verschiedenem py bestimmt und die 
Geraden, die den Zusammenhang zwischen Cmax und den Dielektrizitits- 
konstanten (e) der Alkohole charakterisieren, konstruiert. Vergleicht 
man diese Ergebnisse mit denen, die beim unveranderten Casein und 
sogar anderen Kolloiden (Albumin) festgestellt sind, so sieht man auch 
in dieser Hinsicht viel ihnliches 4. Auch das optische Drehungsvermégen 
der Abbauprodukte wurde weiter studiert und neue Tatsachen gefunden, 


1 Br. Jirgensons, diese Zeitschr. 246, 219, 1932. 

2 4. Fodor u. S. Kuk, ebenda 240, 123, 1931. 

3 QO. Lutz, Ber. 62, 1916, 1929; O. Lutz u. Br. Jirgensons, Ber. 63, 448, 
1930; 64, 1221, 1931. 

4 Br. Jirgensons, Zeitschr. f. physik. Chem. 168, 56, 1931; Kolloid- 
zeitschr. 61, 41, 1932. In dieser Arbeit sind die Abb. 5 und 9 verwechselt. 
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die zeigen, daB die Verhialtnisse hier doch nicht so einfach sind wie 
bei den Aminosaiuren. Die Drehkurven, die man von den Abbau- 
produkten erhalt, sind nur annahernd reproduzierbar und andern sich 
sehr stark mit der Art der Herstellung des Stoffes. Die Art der Trock- 
nung z. B. hat einen sehr groBen EinfluB auf das Drehungsvermégen, 
wobei die ganze Drehkurve eine griindliche Verainderung erleidet. 


Der N-Gehalt der Abbauprodukte. 


15g Casein (nach Hammarsten) wurden in 200 g Glycerin bei 120 bis 
130° gelést und 3 Stunden hindurch unter 6fterem Umriihren bei 130 bis 140° 
erwarmt. (Bei der Auflésung wurde starkes Schaumen und Gasentwicklung 
beobachtet.) Die Lésung wurde nun etwas abgekiihlt und in 1,5 Liter 
CH,OH unter starkem Riihren eingegossen. Der Niederschlag wurde 
abgenutscht, mit Methylalkohol gewaschen und in 100 ccm Eisessig geldést. 
Nach 24 Stunden (oft geschiittelt) wurde die Lésung durch Glaswolle 
filtriert und das zahe Filtrat tropfenweise in Ather eingegossen (starkés 
Riihren). Der Niederschlag wurde abgenutscht und nochmals ebenso aus 
Eisessig umgefiillt, mehrmals mit Ather gewaschen (bis kein Essigsaéure- 
geruch mehr wahrnehmbar war) und im Vakuumexsikkator tiber Natron- 
kalk eine Woche getrocknet. Ausbeute 5,5 g (Prod. A). 

Das Abbauprodukt (A) war fast wei (sehr schwach gelblich-rosa) 
und anscheinend kristallinisch; es quillt in Wasser und geht allmahlich in 
Lésung. Die Lésung ist vollstaéndig klar, sauer (pH = 4,0) und optisch- 
aktiv: (o}y 62° (c = 1,00). Zwischen pH = 4,8 und px = 7,0 ist 
der Stoff nicht bestandig in Lésung; das Flockungsoptimum liegt also bei 
pa = 5,9. (Ausgegangen von einer NaOH -Lésung erhalt man das Flockungs- 
optimum bei px = 5,0.) 

Das oben beschriebene Abbauprodukt A wurde nun im Vakuumapparat 
bei 60 bis 80° 2 Stunden getrocknet. Dabei verliert es 8°, von seinem 
Gewicht, wird schwerer léslich und weniger sauer. Die wasserige Lésung 
hat pu - 4,69 und [a}y_ 65,5 (c = 1,00). Das Flockungsoptimun 
liegt ebenso wie bei dem nur im Exsikkator bei Zimmertemperatur ge- 
trocknetem Stoff bei po = 5,9. Es ist also klar, da das 1 Woche im 
Vakuumexsikkator itiber Natronkalk getrocknetes Produkt A noch komplex 
gebundene oder sehr fest adsorbierte Essigsiure enthalt, die nur bei héherer 
Temperatur entweicht. Das von Essigséure vollstaindig befreite Produkt 
wird als Prod. B bezeichnet. 

Bestimmt man nun den Stickstoffgehalt des B, so erhaélt man Zahlen, 
die zwischen 14,6 und 15,0°, variieren. Diese unerwartet hohen Werte 
unterscheiden sich nun sehr stark von denen, die A. Fodor und S. Kuk (1. ec.) 
bei den in ebensolcher Weise hergesteliten Produkten gefunden hatten. 
Fiir das Abbauprodukt hatten die genannten Forscher die Formel 

Cg HezN,0,, . 2 H,O ' 
vorgeschlagen, die einem N-Gehalt von 13,8°, entspricht. Fiir die bei 
Zimmertemperatur iiber Natronkalk getrockneten Stoffe hatte Verfasser 
bisher N-Werte von 12,8 bis 13,6°, erhalten (Halbmikro-Kyjeldahl). Diese 
zu niedrigen Werte konnte man also durch die Gegenwart von komplex 
gebundener (oder sehr fest adsorbierter) Essigsiure erkliren; ist die vor 
A. Fodor und S. Kuk gegebene Formel richtig, so sollten die getrockneten 
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Produkte héchstens 14°, N (Fehlergrenze 0,2°,) aufweisen'. Berechnet 
man den N-Gehalt fiir die Formel CyHg;N 90, (also ohne die 2 H,O), so 
erhalt man 14,3°, N, also auch einen zu niedrigen Wert. Da die Analysen- 
resultate von A. Fodor und S. Kuk mit seiner Formel gut iibereinstimmen, 
so muB8 man annehmen, da die von dem genannten Forscher einerseits 
und vom Verfasser andererseits untersuchten Stoffe verschiedener Zu- 
sammensetzung sind. Der Abbau durch Glycerin kann also auch bei an- 
scheinend gleicher Arbeitsweise verschiedenartig verlaufen. 

Um die Frage zu kléren, wurden nun noch mehrere Abbauversuche 
ausgefiihrt. Ein Produkt C wurde ebenso wie A hergestellt und bei 105 
bis 110°im Vakuum 2 Stunden getrocknet. Dabei wurde ein Gewichtsverlust 
von 13°, festgestellt. C zeigte ein N-Gehalt von 15,1 bis 15,2°,, es war 
unléslich in Wasser und Salzsiure. Ein weiteres Abbauprodukt D wurde 
nun aber unter etwas anderen Bedingungen als A und C hergestellt, namlich. 
das Casein wurde zuvor im Vakuumexsikkator iiber H,S O, 2 Tage getrocknet 
und auch das Glycerin, vor der Auflésung des Caseins, 2 Stunden bei 160 
bis 180° erhitzt. Die Stoffe waren in diesem Falle also ganz wasserfrei. Bei 
der Auflésung des Caseins wurde jetzt kein Schaumen und Gasentwicklung 
beobachtet. In diesem Falle zeigte der Stoff einen niedrigeren N-Gehalt, 
14,2 bis 14,3°,, und war im nicht getrockneten Zustande schwerer léslich 
in Wasser als A und C. Die Eigenschaften der Abbauprodukte sind also 
von der Art des Abbauvorganges bedingt, wobei der letzte durch geringe 
Wassermengen stark beeinfluBt wird. 


Tabelle I. 
Prod. B, getrocknet bei 60 bis 80°. 


0,0867 g Substanz: 9,10cem n/10 Saéure nach Kjeldahl 14,69°, N 
0,0970 g 2 10,40 ,, n/l0 ,, ~ . 15,01°,, N 
Prod. C, getrocknet bei 105 bis 110°. 
0,0617 g Substanz: 6,70cem n/10 Saéure nach Kjeldahl 15,20°, N 
0,0718 g - 7,70 » n/t0 . 9 99 I5,119,N 
Prod. D, getrocknet bei 105 bis 110°. 
0,0993 g Substanz: 10,09cem n/10 Saéure nach Kjeldahl 14,22°,N 
0,0872 g ia ae » S/R _ ia 14,38°, N 
Molekulargewichte. 
Prod. A. 
0,25 g Substanz in 12,44 g Eisessig gelést 4 = 0,177°, Mol.-Gew 669 
0,20 g re ;, 20,0 g Wasser - a 0,032°, os = 581 
Prod. B. 
0,25 g Substanz in 25,0 g Wasser gelést A = 0,012, Mol.-Gew. 1550 


1 Die Strukturformel, die A. Fodor und S. Kuk vorgeschlagen hatten 
(l.c.), steht im Widerspruch mit den Analysenresultaten der genannten 
Forscher. Bei der Titration der basischen NH,- bzw. NH-Gruppen wurde 
namlich eine solche Sauremenge verbraucht, die nur einer basischen NH,- 
Gruppe im Molekiil entspricht (Titration nach Linderstrém-Lang). In der 
Strukturformel sieht man aber drei solcher basischen Gruppen, namlich 
eine NH,-Gruppe des Lysinrestes um zwei basische NH-Gruppen von den 
Prolinresten. Die Prolinreste mit den Pyrrolidoncarbonsaéureresten miissen 
in der Formel umgetauscht werden. K. Linderstrém-Lang (C. r. des travaux 
du Labor. Carlsberg 17, Nr. 4, 1927) hat bewiesen, daB die NH-Gruppen 
des Prolins 100°, titrierbar sind. 
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Die Drehkurven. 


Es wurden die Drehkurven der Produkte A und B nach der Methode 
von O. Lutz (1. ¢.) ermittelt. Ahnliche Versuche wurden auch mit einem 
dritten Polypeptidkomplex E ausgefiihrt; der letzte wurde ebenso wie A 
hergestellt und 1 Monat im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatut 
getrocknet; er zeigte einen N-Gehalt von 13,75°,. In einer Reihe von 
trockenen MeBkolben von 25 cem wurden 0,2500 g¢ des Stoffes eingewogen 
und in Wasser oder Salzséiure (bzw. NaOH) gelést. Bei der Berechnung 
der molekularen Verhaltnisse wurde das Molekulargewicht der Abbau 
produkte zu 900 gewonnen.) Die Messungen wurden in einem Polarisations- 
apparat mit dreifach geteiltem Gesichtsfeld bei rotem Licht (Schwerpunkt 
bei H, = 656 uu) ausgefiihrt, 1 1.8 18° (+ 1°). Die Resultate sind 
aus der Tabelle Il und II] und Abb. 1 und 2 zu ersehen. Man sieht, dai 
der Stoff bei der Trocknung nicht nur reiner wird, sondern auch konfigu- 
rativ-strukturelle Verainderungen erleidet. Wenn die Drehkurve des bei 
Zimmertemperatur 1 Woche getrockneten Produktes A sich als eine 
tvpische l-Kurve erweist, so sind die Verhaltnisse im Falle E schon zweifel- 
haft. Das bei 60 bis 80° getrocknete Produkt B dagegen gibt eine typische 
d-Kurve (Anwachsen der negativen Drehwerte mit zunehmender Saure- 
konzentration). Das Drehungsvermégen in HCl und NaOH ist dabei 
in diesem Falle um 40 bis 50°, gr6éBer als bei A und E. Man mu also 
schlieBen, daB die beim Umfallen des Kérpers aus Eisessig fest adsorbierte 
oder komplex gebundene Essigséiure (die bei der Trocknung bei Zimmer- 
temperatur im Vakuum und iiber Natronkalk nur sehr langsam entweicht) 
sehr groBen EinfluB auf die optischen Eigenschaften des Stoffes hat. Eine 
der merkwiirdigsten Verainderungen der Drehkurve ist auch das Verlieren 
des einen Wendepunktes. Aus dieser Tatsache kann man den SchluB ziehen, 
daB beim Umfiallen aus Eisessig der letzte nicht adsorbiert, sondern komplex 
gebunden wird, wobei der eine Wendepunkt von der Carboxylgruppe der 
Essigsiure bestimmt wird. Ware der Trockenverlust gerade durch 1 Mo! 
CH,COOH bedingt, so sollte er etwa 6°, sein; tatsachlich wurde nur ein 
etwas héherer Wert, namlich 8°,, bei 































































































87 ret 70 ers 6 der — bei 60 bis 80°  fest- 
| | gestellt. 
ny | 70 | 
| Tabelle II. 
Tit | ms ae Prod. A baw. B. 
THT PTT in, 
Ltt 40 bt + 1Mol A:8Mol HCl. . — 55,5° (+ 0,2°) 
aaah ae Jiilt; saa. . -ee 
(A T ‘ = 
~~ | 1 ,, A:0,2Mol NaOH — 67,9° 
—-¢-—4 ~+4— + fh 
tia ia Bs... BA. 80,0° 
| | A. L 
se ‘can 1. B:l . Ha .-—-3he 
i) 11 1¥ Yee 
i WT ae | 1 ,, Bin Wasser... 65, 5° 
if " mptete| 2. Bel Mol NaOH — 73,4° 
| 1j}/{/,]1. B:2 , NeOH — 90,0 
Abb. 1 1 B:3,5 .. NaOH 90, 2° 
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Tabelle Ill. Mol HCl Nol Nath 
Prod. E ¥ ff 2 7 0 7 2 3 
(xJy 
c  : —— EE 10 eo item 
1Mol E:8 Mol HC] .... 64, 5° 
iw Bi ~ EM <.i<x—-Oe ae ee oe a ee ae 
ie Reese: WE. ck = re on i a 
l E in Wasser. .... . — 67,5° | > | 
} s, } 
| E:0,05Mol NaOH. . . — 59,00 ee Sere eT eee wa 2 “ee 
E:0,1 .. NaOH 54,0° on ae it tel }— 
i. B68 . MOnm...-—-ee i eo 
L,, E:05 . NaOH... 640° -———— Sd 
Ls @B:68 .~ Mee... . 65,2° . 70 : 
l E: 10 a) OME. 78,5° Abb. 2. 


Die Verainderungen der Drehkurve zeigen, daB8 die Bestimmung 
der Konfiguration bei so komplizierten Stoffen, wie die Abbauprodukte 
des Caseins, nicht so einfach wie bei den Aminosiuren vorgenommen 
werden kann. Wir bediirfen noch eines umfangreicheren Tatsachen- 
materials tiber das Drehungsvermégen einfacher Polypeptide in Gegen- 
wart von H’ und OH’, d.h. der Drehkurven der letzten. Erst dann, 
wenn die Konfigurationsfragen der einfachen Polypeptide so geklirt 
werden, kénnte man von den Drehkurven der noch komplizierteren 
Polypeptidassoziate die entscheidende Antwort iiber die Konfiguration 
der letzten zu erhalten hoffen. Allerdings werden die Drehkurven 
auch der komplizierten peptonartigen Polypeptidkomplexe in der 
Zukunft ein wertvolles Hilfsmittel zur Aufklarung der Strukturfragen 
bleiben, und die Bereicherung des Tatsachenmaterials in dieser Richtung 
kann nur wirmstens gewiinscht werden. 


Die durch Auflisung des Caseins in Resorcin gewonnenen Abbauprodukte', 


8 g Casein (nach Hammarsten) wurden in 100 g geschmolzenen Resorcins 
bei 130 bis 140° gelést und das Gemisch noch 2 Stunden bei derselben 
Temperatur gehalten. Die Lésung wurde dann etwas abgekiihlt und in 
1 Liter Methylalkohol eingegossen. Der Niederschlag wurde abgenutscht, 
griindlich mit CH,OH gewaschen, aus Eisessig mit Ather umgefallt und 
im Vakuumexsikkator iiber Natronkalk getrocknet (Prod. RR). Das so 
gewonnene Abbauprodukt des Caseins ist unléslich in Wasser. Die in 
Wasser suspendierten Teilchen gehen aber in Lésung bei der Hinzugabe 
von Propylalkohol (30 bis 70 Vol.-°,,) und ebenso von HCl oder NaOH. 


1 Vgl. A. Fodor u. S. Kuk, diese Zeitschr. 245, 350, 1932. Die genannten 
Forscher hatten das Abbauprodukt in Fraktionen zerlegt, die fast dieselbe 
chemische Zusammensetzung, aber verschiedenes Molekulargewicht haben. 
Nach A. Fodor u. S. Kuk sind die Resorcinprodukte mit den Glycerin- 
produkten strukturell identisch. 
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0,5 g des RK wurden nun in 100 cem n/100 Salzséure gelést und durch 
eine Kollodiummembran gegen destilliertes Wasser dialysiert. Nach | Tag 
wurde die Konzentration der dialysierten Lésung bestimmt und eine Ab 
nahme der letzten um 57°, festgestellt. Die Teilchen sind also sehr hoch- 
dispers verteilt und werden von der Membran durchgelassen. 

Das Flockungsoptimum des R liegt zwischen pH = 3,7 und 6,1, also 
bel pu 4,9, wenn man von einer sehr schwach sauren Lésung ausgeht, 
oder zwischen py = 3,1 und 5,5, also bei po = 4,3, wenn man eine Lésung 
des Kérpers in NaOH ansauert. In dieser Hinsicht ist also R mit den 
Glycerinabbauprodukten nicht identisch. 

Der N-Gehalt des R wurde zu 13,70°, bestimmt: 

0,0831 g Substanz: 8,15cem n/10 Saéure nach Ajeldahl 13,73°, N 
0,0793 g = 48» 2/39 ar a ne 13,67°% N 


Das Drehungsvermégen ist aus der Tabelle 4 und Abb. 3 zu ersehen, 


Mol HCl Mol NadH 
o¢ 





Tabelle IV. 
Prod. R.  c¢ 1,00, 1 I, @ 189, 
(“]y, 
I1Mol R:8 Mol HCl. . 54,49 (+ 0,5°) 
gg Bet GE Se 57,7° 
ba Sei... Beek. 60,2° 
ae » NaOH 75,4° 
eg eee » NaOH. 65, 1° 


Abb. 3. 


Die Kurve scheint also drei Wendepunkte zu haben. Interessant ist 
auch die Tatsache, daB n-Propylalkohol in der Konzentration von 50 Vol.-°, 
und in Gegenwart von HCl (1 Mol HCl auf 1 mol R) das Drehungsvermégen 
stark vermindert. (a) wurde in solchen Bedingungen zu 27° bestimmt 
(c = 1,00, t = 18°). Diese Verminderung ist sehr charakteristisch, wenn 
man sich daran erinnert, daB in Wasser-Propylalkoholgemisch der Stoff 
sich leichter lést als in Wasser. Bei 30 bis 60 Vol.-°,, Propylalkohol ist 
auch ein Flockungsminimum des Abbauproduktes zu beobachten. Die 
groBe Anderung des optischen Drehungsvermégens durch Propylalkohol 
gibt AnlaB zu denken, dafB es in irgendwelcher Weise die Molekiile des 
gelésten Kérpers beeinfluBt. Nach R. Willstdtter und E. Waldschmidt- 
Leitz! besteht nimlich diese Beeinflussung darin, daB die Gruppierung 


R CO . 
durch Alkohol in R<NH 


0 
\N Hy 


1 Ber. 54, 2988, 1921. 
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iibergefiihrt wird. Zwischen der Anderung der optischen Aktivitat, Zu- 
nahme der Léslichkeit und Spaltung des inneren Salzes miissen Zusammen- 
hange bestehen. 


Hinsichtlich der Flockung durch Alkohole und Aceton verhalten sich 
die durch Abbau mit Resorcin gewonnenen Stoffe ahnlich wie die friiher 
untersuchten Glycerinprodukte. Niimlich bei der Koagulation durch 
variierende Konzentrationen, z. B. des Propylalkohols, wird in der Reihe 
zuerst eine Zunahme der Triibung mit wachsender Konzentration des 
Alkohols beobachtet, bis ein Maximum erreicht wird. Dieses liegt bei 
etwa 15 Vol.-°, des Propylalkohols. Werden die Konzentrationen des 
letzteren noch gréBer, so ist keine Koagulation zu beobachten; bei 30 bis 
65 Vol.-°., des Alkohols liegt ein Minimum der Flockung. 


Die Flockungsversuche. 


Erstens wurde die Flockung des Glycerinproduktes B durch Kalium- 
salze verschiedener Séiuren untersucht. Die Salze waren in allen Fillen 
in der gleichen Konzentration 0,008 Mol im Liter des Flockungs- 
gemisches. Die Koagulation wurde iiberall unter gleichen Bedingungen 
ausgefiihrt. Die Flockungsfihigkeit der An- 
ione ordnete sich dabei in der folgenden 
abfallenden Reihenfolge: 

SO > CNS’ > J’ > NO, > Br’ > Cr 
bei pu 4.8 
ii J’ > NO, > SOY, CNS’ 
bei pu 7.3 
Die Reihenfolge erwies sich dabei auch 
von der Konzentration des Salzes abhangig, 
nimlich bei py = 4,8 und der Salzkonzen- 
tration 0,03 Mol im Liter wurde folgende 
Reihe festgestellt: 
CNS’ > J’ > NO, > Br’ >SOj > CY. 
Ferner wurde die Alkoholflockung des 
Produktes D bei verschiedenenp, untersucht. 
Die Resultate sind aus der Abb. 4 zu er- 





sehen. Man sieht, daB hier, ebenso wie | | 

bei den friiher untersuchten Stoffen (l.c.), 27 07 % 98 @ a 
AOMZCHIT AK WS A/AO/? 0/ 

der Triibungsgrad in den Reihen mit der ae 


Zunahme der Alkoholkonzentration nur bis 

zu einer bestimmten Grenze wichst; bei weiterer Erhéhung der 
Alkoholkonzentration sind die Gemische wieder klarer und nur bei 
sehr hohen Konzentrationen des Alkohols kommt Flockung zustande. 
Die Lage der Maxima ist von dem py der Lésung abhangig, wobei 
auch die Reihenfolge der Maxima verschiedener Alkohole umgetauscht 





434 Br. Jirgensons : 


werden kann. Namlich in saurer Lésung liegt das Maximum des Propy! 
alkohols im Gebiet kleiner Konzentration des Alkohols, des Athy! 
alkohols bei etwas gréBeren, und des Methylalkohols bei noch gréBere: 
als C;H,OH und C,H,OH. In neutraler Lésung (px = 6,9) liegen 
die Maxima verschiedener Alkohole sehr nahe nebeneinander. Be 
rechnet man die Konzentrationen in Mol pro Liter, so bleibt die Reihen- 
folge unverindert ; die Berechnung in Volumprozenten ergibt aber eine 
umgekehrte Reihe. In schwach basischer Lésung (py = 7,4) liegt das 
Maximum des Methylalkohols im Gebiet kleinster Konzentrationen 
des Alkohols, das Maximum des Athylalkohols bei etwas gréBeren, und 
Propylalkohol zeigt seine peptisierende Wirkung (Abfallen der Kurve) 
nur bei verhailtnismaiBig sehr hohen Konzentrationen (s. Tabelle V) 


Tabelle V. 





: Maximum Maximum Minimum 

PH ae Mole/Liter Vol.-9/g Vol.-9/, 
| CH; 0H 5,8 24 30—40 

4,3 CH,CH,OH ..... 3,6 22 25—40 
| CH,CH,CH,OH .. . 2,1 16 25—60 

| | 3,5 14 20—40 

6,9 CH,CH,OH ..... 3,0 18 25—35 
| CH,CH,CH,OH .. . 2.6 20 30—60 

| 0) eee er ee 2,2 10 15—40 

7,4 CH.CH,OH ..... 2,8 16 20—30 
| CH,CH,CH,OH ... 3,4 26 35—60 


6 
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Die Abhangigkeit, die zwischen den maximalflockenden Konzen- 
trationen (¢,4x) und der Dielektrizitatskonstanten (¢) der Alkohole 
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besteht, kann graphisch dargestellt werden. Dabei erhilt man Geraden, 
die bei verschiedenen py in dem Koordinetensystem verschiedene 
Lage haben (Abb. 5). In der Gleichung der Geraden: 


c 


‘max — @ + be. 


Die Konstanten a und 6 andern sich also durch Anderung des py. 


Zusammenfassung. 


Casein nach Hammarsten wurde nach der Methode von A. Fodor 
und S. Kuk durch Erwirmung mit Glycerin abgebaut und die optische 
Aktivitét und Koagulation der peptonihnlichen Abbauprodukte 
studiert. 

Der N-Gehalt der im Vakuum bei erhéhter Temperatur getrockneten 
Produkte wurde zu 14,6 bis 15,2 °,, bestimmt. woraus geschlossen wird, dab 
die vom Verfasser einerseits und von A. Fodor und S. Kuk andererseits 
hergestellten Stoffe verschiedene Zusammensetzung haben. Durch Auf 
l6sung von besonders getrocknetem Casein in wasserfreiem Glycerin wurden 
Stoffe erhalten, die hinsichtlich des N-Gehaltes den von A. Fodor und 
S. Kuk hergestellten Produkten sehr ahnlich sind. 


Bei der Trocknung im Vakuum bei 60 bis 80° wurde ein Gewichts- 
verlust von 8% festgestellt; der Stoff wird dabei schwerer léslich und 
weniger sauer als das nur bei Zimmertemperatur im Vakuumexsikkator 
1 Woche getrocknete Abbauprodukt. Es wurde angenommen, dab 
bei der Trocknung die bei der Umfillung des Koérpers aus Eisessig 
komplex gebundene Essigsiure abgegeben wird. Die Drehkurven der 
nur bei Zimmertemperatur tiber Natronkalk und bei 60 bis 80° getrock- 
neten Abbauprodukte sind ganz verschieden, woraus geschlossen wird, 
daB die komplex gebundene Essigsiure die Eigenschaften des Stoffes 
sehr stark beeinfluBt. 


Die Flockungsversuche durch verschiedene Anionen haben gezeigt, 
daB in saurer Lésung am starksten SOf und CNS’, in schwach basischen 
dagegen Cl’ und Br’ koagulieren. Die Reihenfolge ist aber auch von der 
Salzkonzentration abhangig. 


Die Koagulation durch variierende Alkoholkonzentrationen wurde 
bei verschiedenen py ausgefiihrt, und gefunden, daBb die Lage der 
Flockungsmaxima und -minima, die bei bestimmten Konzentrationen 
der Alkohole beobachtet wurden, von den py des Milieus beeinflubt 
wird. Bei py = 43 liegt das Maximum des Methylalkohols bei 5,8 Mol 
pro Liter des Alkohols oder 24 Vol.-°%, des Athylalkohols bei 3,6 Mol 
pro Liter oder 22 Vol.-°%, und des n-Propylalkohols bei 2,1 Moi/Liter 
oder 16 Vol.-%. Bei pa = 6,9 sind die maximal flockenden Konzen- 
trationen 3,5. 3,0 und 2,6 Mol/Liter oder 14, 18 und 20 Vol.-%, und 
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bei pu 7.4 2.2, 2.8 und 3,4 Mol/Liter oder 10, 16 und 26 Vol.-°%, 
In schwach basischer Lésung ist also die Reihenfolge umgekehrt als 
insaurer. Die Geraden, die den Zusammenhang zwischen diesen maxima! 
flockenden Konzentrationen und den Dielektrizititskonstanten der 
Alkohole charakterisieren, haben also bei verschiedenen pg im Koordi- 
natensystem verschiedene Lage. 

Die durch Abbau mit Resorcin gewonnenen Polypeptidassoziate geben 
Drehkurven, die anscheinend drei Wendepunkte haben. Die Koagulation 
durch variierende Alkoholkonzentrationen ergab dieselbe GesetzmaBigkeit, 
wie es schon friiher bei den Glycerinabbauprodukten festgestellt wurde. 
GroBe Alkoholmengen, die die Léslichkeit des Stoffes erhéhen, erniedrigen 
sehr stark das optische Drehungsvermégen. 
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Einflu6b der Luftverdiinnung auf den Glutathiongehalt der Leber. 


Von 
Siegfried Laurens Malowan. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1932.) 


Unsere Kenntnisse tiber die physiologische Bedeutung des Glu- 
tathions sind sicher noch der Erweiterung faihig, doch diirfte es immerhin 
feststehen, daB es in den zellularen Reduktions- und Oxydations- 
prozessen eine wichtige Aufgabe zu erfiillen hat. 

Die Resultate neuerer Untersuchungen ergaben die Wichtigkeit 
der Substanz bei der Atmungsfunktion der roten Blutkérperchen (1). 
An Kaninchen und Katzen wurde eine Blutungsanamie erzeugt und der 
Quotient bestimmt, der sich aus dem Glutathiongehalt der roten Blut- 
k6érperchen und deren Menge im Kubikmillimeter ergibt. Der Quotient 
steigt in den ersten 2 Stunden nach der Blutung um das Doppelte, 
bei der Phenylhydrazinanimie sogar um das Achtfache an. Auch bei 
Fallen von perniziéser Andimie ist eine Erhéhung des Glutathion- 
gehalts der roten Blutkérperchen gegeniiber der Norm festzustellen. 
Von besonderem Interesse war noch die Frage, ob sich der Glutathion- 
gehalt des Blutes durch Verminderung des Sauerstoffgehalts der In- 
spirationsluft beeinflussen laBt. Versuche an Menschen, die sich in 
einer pneumatischen Kammer befanden, ergaben nun eine Gehalts- 
erhéhung des Blutes an Glutathion um etwa 29%; auch der in gleicher 
Weise vorgenommene Tierversuch zeigte wenige Stunden nach Versuchs- 
beginn eine Glutathionzunahme des Blutes um etwa 15% (1). Damit 
erscheint die Annahme gerechtfertigt, daB das Glutathion der Blut- 
kérperchen dem Organismus eine bessere Sauerstoffverwertung gestattet 
und sich deshalb dieser bemiiht, bei akuter Animie oder bei Herab- 
setzung des O-Partialdruckes der Inspirationsluft Glutathion zu mobili- 
sieren. Dieses Verhalten konnte auch unter natiirlichen Bedingungen 
nachgewiesen werden, als bereits in einer Héhe von 1350m_ beim 
Menschen der Glutathiongehalt des Blutes wie auch der Quotient 
Glutathion /Erythrocytenzahl erhéht erschien (2). Es machte sich also 
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bereits in jener Héhe das verminderte Sauerstoffangebot an das Blut 
bemerkbar (2). 

Dem Glutathion scheint indessen noch allgemeinere Bedeutung 
fiir die Zellatmung zuzukommen; das geht daraus hervor, daB auch in 
den Geweben bzw. Organen, sofern ein gesteigertes Saucrstoffbediirfnis 
bzw. ein O-Mangel eintritt, eine Glutathionvermehrung bemerkbar 
wird (3). In diesem Zusammenhang ist die Gehaltserhéhung an Glu- 
tathion in der Leber von Meerschweinchen nach Vergiftung durch HCN, 
als einem eminenten Gift, zu erwaihnen. Voegtlin sprach auch die 
Meinung aus, daB die Blausdiure spezifisch mit den die Atmung regu- 
lierenden Systemen in der Zelle reagiere (5). 

Kin Fallen des Glutathionspiegels in der Leber wurde bei atheri- 
sierten und kurarisierten Kaninchen bemerkt. Unter allen Organen 
neben Milz und Testes ist die Leber das an Glutathion reichste. Es 
bildet sich in diesen wahrscheinlich auf dem Wege des EiweiBabbaues 
in Mengen, die bei manchen Tieren von der Jahreszeit abhangig sein 
sollen (3). Es war nun in Hinblick auf den unter dem EinfluB des 
Sauerstoffmangels im Blut eintretenden Glutathionanstieg von wesent- 
licher Bedeutung, unter ahnlichen Bedingungen das Verhalten der 
Leber zu _ priifen. 

Die Verainderungen, die die Leber unter dem EinfluB der Luft- 
verdiinnung erleidet, bestehen nach den bisherigen Ermittlungen vor allem 
in Einwanderung von Neutralfett, Neubildung von Lipoiden und Zerfal! 
von EiweiB. Die auBeren, besonders bei Meerschweinchen unter dem Einfluls 
der Luftverdiinnung beobachtbaren Verainderungen bestehen in einer 
Gewichtsverminderung, wenn diese auch nicht der etwas groBeren Gesamt - 
abnahme des Kérpergewichtes entspricht. Ahnliches laBt sich auch bei 
der Rattenleber feststellen, doch scheint auf den Wassergehalt und Fe-Gehalt 
der Lebern die Luftverdiinnung keinen sichtbaren EinfluB auszuiiben (4). 

Um.den EinfluB der Luftverdiinnung auf den Glutathiongehalt 
der Leber festzustellen, wurden Ratten und Meerschweinchen fiir 
mehrere Tage in eine im Davoser Institut konstruierte Unterdruck- 
kammer gesetzt, in der ein dauernder Luftwechsel bei gewiinschtem 
und genau einstellbarem Barometerdruck vor sich ging (6). 

Sank der Luftdruck im Innern der Kammer auf 350 mm Hg, so ent- 
sprach er einer Héhe von etwa 6000 m ii. d. M. Die Tiere wurden 3 bis 4 Tage 
in der Kammer gelassen, dann durch Halsschnitt getétet, das Blut ge- 
sammelt und die Leber sofort untersucht. 

Die Bestimmung des reduzierten Glutathions erfolgte auf Grund 
seiner leichten Oxydierbarkeit durch Jod. FuBend auf Angaben Tun- 
cliffes (7) und Sullivans (8) hat Ktihnau (9) ein rasch ausfiihrbares, sich der 
Starke als Indikator bedienendes Verfahren beschrieben, das zuverlassige 
Resultate ergibt. Bei der Herstellung des Leberbreies bedarf es indessen 
nicht der Anwendung von Quarzsand, da Leber sich in der Reibschale 
mit Leichtigkeit zerstoBen und mit Wasser verreiben laBt. Es ist vorteil- 
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haft, zuerst eine wasserige Lebersuspension herzustellen und erst hierauf 
20°, ige Trichloressigséure zuzufiigen, um das Zusammenbacken der Leber- 
teilchen zu verhiiten, welches stets eintritt. wenn die Saure mit dem Leber- 
gewebe direkt in Beriithrung kommt, und das Glutathionverluste im Gefolge 
haben kann. Im ersteren Falle aber bilden sich feine und leicht filtrable 
Flocken, die ein quantitatives Ubergehen des reduzierten Glutathions in 
die Trichloressigsdurelésung erméglichen. 

Um auch den Einflu8 der Lagerung von feuchter und trockener Leber 
auf den Glutathiongehalt zu untersuchen, wurde sowohl in Ringerlésung 
aufbewahrte Meerschweinchenleber wie mit Aceton getrocknete Leber 
nach 24 Stunden mit Trichloressigsiure ausgezogen. Im ersten Falle ver- 
mindert sich der Glutathiongehalt vom normalen Mittel von 230 auf 
206 mg-°,,, dagegen leidet er durch die Acetonbehandlung nicht wesentlich. 
In den folgenden Versuchen wurde trotzdem die Leber stets unmittelbar 
nach der Entnahme_ verarbeitet. 

In der Tabelle finden sich die erzielten Untersuchungsergebnisse 
verzeichnet. Der Gehalt an reduziertem Glutathion der normalen Ratten- 
leber schwankt zwischen 115,0 und 237,0 mg-°,. Immerhin geht der Gehalt 
an reduziertem Glutathion der Lebern der unter Luftverdiinnung gehaltenen 
Tiere dariiber hinaus und steigt auf 250 mg-°,. Indessen darf die Tatsache 
nicht auBer acht gelassen werden, da Ratten sich gegeniiber den Einfliissen 
der Luftverdiinnung widerstandsfahiger als Meerschweinchen zeigen und sie 
an der Leber Gewebsveranderungen in geringerem MaBe als Meerschweinchen 
zeigen, mit welchen weiterhin eine etwas gréBere Zahl von Versuchen 
vorgenommen wurde. 





Glau- 

Nr. tathion 

mg-°/9 

1 Normale Rattenleber. . . . . 115,0 

2 m= “ St a tate 237.5 

§ || Rattenleber. ...... . 250 |) Verdiinnt 3 Tage bis auf 260 mm 

4 a ed Sates Behind a co Luftdruck. 

5 Normale Meerschweinchenleber  231,3 

6 s fe 236.3 

7 Meerschweinchenleber . . . . 340,0') Verdiinnt 3 Tage bis auf 350 mm 

8 - ; . « || 275,0 iif Luftdruck. 

9 206.3. Verdiinnt 3 Tage bis auf 260 mm 
Luftdruck (Leber stark ver- 
fettet). 

10 _ ... . 201,38. Verdiinnt 4 Tage bis auf 260 mm 
Luftdruck (Leber stark ver- 
fettet). 

11 i .. . .  293,8) Verdiinnt 3 Tage bis auf 350 mm 


Luftdruck und gespritzt mit 
30 cem Fe-Saccharatlosung. 

12 e . . .  833,7) Verdiinnt 4 Tage bis auf 260 mm 
Luftdruck und gespritzt mit 
Fe-Saccharatlosung. 

13 ‘ is 343,8 Aus an der Riickenhaut operiertem 
Tier (auch das Serum zeigt 
erhéhten Glutathiongehalt) 

14 i ... . 8380 Aus an der Riickenhaut ope- 
riertem Tier (an Ekzem er- 
krankt). 


2o* 
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Die Untersuchung wurde im Herbst vorgenommen, das ist wichtig 
festzuhalten, da nach Handowsky der Glutathiongehalt der Meerschweinchen 
jahreszeitlichen Einfliissen unterliegen soll (3). Er findet im Sommer einen 
Gehalt von etwa 230 mg-°,; ein gleicher Gehalt wurde auch von mi 
festgestellt, indem die normalen Meerschweinchenlebern einmal 231.3, das 
andere Mal 236,3 mg-°, Glutathion enthielten. 


Der Aufenthalt der Tiere in verdiinnter Luft hat nun auf den Glutathion- 
gehalt einen verschiedenartigen EinfluB. Im allgemeinen, das ist von ver- 
schiedenen Untersuchern festgestellt worden, tritt bei Meerschweinchen 
als Folge des Aufenthaltes in Luftverdiinnung eine starke Verfettung de: 
Leber ein, die von einer Vermehrung des Anteils der atherléslichen Bestand 
teile begleitet ist. In gelegentlichen Fallen kénnen aber diese Veranderungen 
weniger ausgepragt bzw. allein chemisch nachzuweisen sein. In einem 
solchen Falle finden wir gemaéB Versuch 7 und 8 der Tabelle nach drei- 
tagigem Aufenthalt der Tiere in etwa 350 mm Unterdruck eine Steigerung 
des Glutathiongehaltes auf 275 bzw. 340 mg-°,. Treten hingegen in der 
Leber starkere Verfettungserscheinungen auf, so ist gemaB Versuch 9 und 10 
ein Sinken des Glutathiongehaltes der Meerschweinchenleber auf 201,3 
bzw. 206,3 mg-°,, die Folge. Dieser Befund wiirde besagen, da’ zwischen 
Fettgehalt und Glutathionbildung ein Antagonismus besteht, wie ein solche1 
zwischen Verfettung und Glykogenbildung in der Leber seit langem be- 
kannt ist. 

Die Bedeutung des Status der Leber finden wir wieder in den Resultaten 
der Versuche 11 und 12. AnlaBlich dieser Versuche wurde eine Blockierung 
des reticulo-endothelialen Systems der Meerschweinchen durch Ein- 
spritzung von Eisensaccharat vorgenommen, ehe die Tiere in den Ver- 
diinnungskasten gesetzt wurden. Eine Reiiie solcher Versuche hatte gezeigt. 
daB nach solcher Vorbehandlung, die sonst so charakteristischen Folgen 
der Luftverdiinnung wie Erhéhung der Zahl der roten Blutkérperchen, des 
Haimoglobingehaltes ausbleiben. Auch makroskopisch behalt die Leber 
ihr normales Aussehen bei, insbesondere wird die Verfettung hintan ge- 
halten (9). In solchen Fallen steigt der Glutathiongehalt der Leber bei 
Meerschweinchen im Gefolge des Aufenthaltes in Luftverdiinnung auf 
293.8 bzw. 333,7 mg-°,, das wiirde eine Erhéhung um etwa 30°, bedeuten, 
in etwa gleichem Ausmabe, wie sie bei den Tieren gemaé Versuch 7 und 8. 
die der Luftverdiinnung ausgesetzt, auch ohne Blockade keine Leber- 
verfettung zeigten. ine wesentliche Erhéhung des Leberglutathions 
zeigen auch Tiere, denen Hautwunden zugefiigt wurden bzw. die an einer 
Hautkrankheit litten. Im ersten Falle, in Versuch 13, gelang es, die Paralleli 
tat mit der Blutglutathionerhéhung direkt nachzuweisen. 


Die Resultate der erst angefiihrten Versuche beweisen, daf Sauerstoff- 
mangel nicht nur auf den Glutathiongehalt des Blutes, sondern auch aut 
den der Leber in relativ kurzer Zeit erhéhend wirkt, da die Tiere nur 3, 
selten 4 Tage der Luftverdiinnung ausgesetzt waren. Hiernach findet die 
Annahme, daB das Sauerstoffangebot in der Gewebszelle in Beziehung zu 
Menge des reduzierten Glutathions steht, eine Stiitze. 


Bei sekundéren Anémien ist im menschlichen Blute der Glutathion- 
gehalt nur wenig, bei perniziéser Aniimie wesentlich héher als in der Norm. 
Es ist wohl denkbar, daB die Erfolge der Lebertherapie bei diesen Krank- 
heiten, wenigstens zum Teil, auf den hohen Glutathiongehalt dieses Organs 
zuriickzufiihren sind. Es ist bekannt, daB die therapeutische Wirksamkeit 
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der Leber zum Teil auf deren Tryptophan-, Bilirubin- und Cu-Gehalt 
zuriickzufiihren ist. Welche Bedeutung dem Glutathiongeha!t der Leber 
zukommt, ist noch der Aufklarung bediirftig. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird der Einflu8 der Luftverdiinnung auf den Glutathion- 
gehalt der Ratten- und Meerschweinchenleber untersucht. 

2. Ein jahreszeitlicher EinfluB auf den Glutathiongehalt laBt sich 
nicht ermitteln. 

3. Der Aufenthalt der Tiere in verdiinnter Luft laBt den Glutathion- 
gehalt in der Leber ansteigen. Tritt aber hierbei Verfettung der Leber 
ein, ergibt sich gegeniiber der Norm in der Leber ein Mindergehalt 
an Glutathion. 

4. Der Glutathiongehalt der Leber kann auch im Gefolge eines 
Operationsshocks oder einer Erkrankung betrachtlich ansteigen. 


Herrn Prof. Dr. Loewy méchte ich fiir sein Entgegenkommen und seine 
freundliche Unterstiitzung bei der Arbeit meinen verbindlichsten Dank 
aussprechen. 
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Untersuchungen zur Frage der Transmineralisation 
in Lymphknoten. 


Von 


Priska Reinemer. 
(Aus der Universitaéts-Hautklinik Heidelberg.) 
(Eingegangen am 3. Dezember 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In den letzten Jahren ist die diatetische Behandlung der verschie- 
densten Erkrankungen in zahlreichen Spezialgebieten der Medizin 
eingefithrt worden. AnlaB hierzu gaben wohl unter anderem die giinstigen 
Erfahrungen bei der Behandlung der Haut-, Knochen- und Weich- 
teiltuberkulose. Inzwischen sind zahlreiche Hypothesen iiber den 
Wirkungsmechanismus ernahrungstherapeutischer Ma®nahmen auf- 
gestellt worden, ohne daB bisher die eine oder andere Theorie be- 
friedigen kénnte. 

Bei der Diskussion iiber die Wirkungsweise der Gerson-Sauerbruch- 
Herrmannsdorfer-Diait auf tuberkulése Organverainderungen wies Krétz 
daravf hin, daB die giinstige Wirkung dieser Ernahrungsform dadurch zu 
erkliren sei, da besonders in der Haut, den Knochen und den Weichteilen 
bedeutsame Mineralverschiebungen unter der Behandlung eintraten. 
Hierdurch trat die Frage der Transmineralisation erneut in den Vorder 
grund des Interesses. 

Schon vor mehr als 30 Jahren haben franzésische Forscher, besonders 
Robin, Binet und Gaube den Mineralstoffwechsel bei Tuberkulésen unter 
sucht. Robin fand so eine ,,Demineralisation** und eine Hypoaziditat der 
Gewebe bei der Tuberkulose. Er nahm an, da® die ,,Demineralisation’ 
etwas Primiares sei, und daB hierdurch die Abwehrkrafte des Organismus 
gegen die Tuberkelbazillen herabgesetzt wiirden. Seine Ascheanalysen 
von Lungen schienen seine Befunde zu stiitzen. 

Untersuchungen von Ott, Steinitz und Weigert, Kussmaul und Schmidt 
sowie Kobert ergaben hiervon abweichende und sich widersprechende Befunde. 


Auch die erwaihnten Mineralanalysen Robins an ,,Lungenstiickchen* 


sind aus verschiedenen Griinden anfechtbar (vgl. Magnus-Levy, Rosenfeld). 

Die Verwertbarkeit von Lungenanalysen wird dadurch erschwert. 
da8 besonders postmortal die einzelnen Lungendistrikte nicht miteinande 
vergleichbar sind. Schon intra vitam ist die Lunge in ihren einzelnen 
Bezirken verschie den stark durchblutet. Postmortal wird dieser die Analysen 
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werte beeinflussende Fehler durch Hypostasen usw. weiter vergréBert 
(vgl. auch Schafer). 

Dieser Fehler ist nicht vollstandig zu umgehen. Er ist, wie dargelegt, 
bei Lungenuntersuchungen sehr gro, so daB prinzipielle Fragen durch 
Untersuchungen an diesem Organ nicht zu lésen sind. Hierzu  miissen 
geweblich méglichst hornogene und relativ gering durchblutete Organe 
verwendet werden. 

Unter diesen Gesichtspunkten wurden Untersuchungen an Lymph- 
knoten vorgenommen, die unter physiologischen Bedingungen homogene 
und relativ wenig durchblutete Organe darstellen. Es wurden normale 
und tuberkulése Lymphknoten von Meerschweinchen, sowie gesunde 
und erkrankte menschliche Driisen untersucht. Die Ergebnisse sollten 
feststellen, wie sich unter den verschiedensten Bedingungen der Mineral- 
gehalt der Lymphknoten andert, und inwieweit die Mineralbewegungen 
fiir die einzelnen Erkrankungen als spezifisch anzusprechen waren. 
Weiter war zu entscheiden, ob durch organbedingte Umstinde be- 
sondere Mineralverschiebungen eintraten. Die Untersuchungsergebnisse 
wurden bereits gemeinsam mit Privatdozent Dr. Stern kurz mitgeteilt. 
Uber die inzwischen von mir erweiterten Befunde wird in folgendem 
berichtet. Fiir die freundliche Uberlassung des Materials aus dem 
Pathologischen Institut der Universitit Heidelberg haben wir auch 
an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. Schmincke und Privatdozent Dr. Pagel 
bestens zu danken. 

Technische Vorbemerkungen. 

Das zu untersuchende Material wurde weitgehendst von Fett und 
Bindegewebe frei prapariert. Das Gewicht der untersuchten Lymphknoten 
bzw. Teile derselben betrug 0,5 bis 1g. Die Analysen erfolgten mit von 
Nathan und Stern angegebenen Mikromethoden. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen an Lymphknoten von Meer- 
schweinchen sind in der Tabelle I zusammengestellt. 

Da normale Lymphknoten von Meerschweinchen sehr klein sind 
und wegen ihres geringen Gewichtes die Bestimmungen in einzelnen 
Organen zu groBbe Fehler mit sich brachten, muBten zahlreiche Inguinal- 
und Mesenteriallymphknoten von verschiedenen Tieren gemeinsam 
untersucht werden. Die Normalwerte sind daher Mittelwerte und 
geben keinen Einblick in die Fluktuationsbreite der Mineralien in nor- 
malen Lymphknoten. Diese Normalwerte betrugen fiir K 390 mg-%, 
fiir Ca 40 mg-°%,, fiir Cl 623 mg-°%% und fiir Wasser 76,5 bis 77.6 °%,. 

Bei den soliden tuberkulés erkrankten Lymphknoten war der 
Mineralgehalt durchweg erhéht, teilweise war gleichzeitig eine Wasser- 
zunahme festzustellen. 

Nach lingerem Bestand und weiterem Fortschreiten der tuber- 
kulésen Erkrankung fanden sich in kdsigen und kdsig erweichten Lymph- 
knoten etwa ahnliche Mineralverschiebungen. Der Ca-Gehalt war auch 





— 





444 P. Reinemer : 


hier wesentlich erhéht, der K- und Cl-Gehalt hingegen zwar erhéht, 
aber geringer als in den solid tuberkulés veranderten Lymphknoten. 


Tabelle J. 





Berechnet auf das Trockengewicht 


Fall neti fla 
K Ca Cl Wasser 
Nr. mg-°/9 mg-9/» mg-°/o 0), 
1 Normale Inguinal- und Me- 
senteriallymphknoten von 
6 Meerschweinchen .. . 390 40 — 76,5 
2 Normale Lymphknoten wie 
oben von 5 Tieren .. . — = 623 77,6 
3 | Solid tuberkulése Lymph- 
knoten . PP aa 1623 161 1644 80,2 
4 Ee ae ee ee 560 110 879 73,6 
a, Se ee 791 80 1520 77,7 
oY eee re 938 85 591 72,7 
7 Kasig tuberkulése Lymph- 
a, ee ee 968 1542! 1278 77,1 
= |. gira oe 694 90 724 75,1 
2 See an 1150 127 688 77,4 
10 Kasig erweichte tuberkulise 
Lymphknoten. ..... 647 154 571 73,5 
11 oh dt ea ae ae 451 204 790 78,1 
8S a ee 775 180 691 76,5 
13 aS ere eee: 968 147 881 77,7 


Auffallig und aus der Reihe herausfallend ist der hohe Ca-Wert 
der siebenten Analyse. Dieser kénnte dadurch bedingt gewesen sein, 
daB eine beginnende Verkalkung des tuberkulésen Materials iibersehen 
wurde. Eine soleche Annahme erscheint deswegen gerechtfertigt, weil 
gerade bei Meerschweinchen von Pagel festgestellt wurde, daB in er- 
weichenden tuberkulésen Herden schon 6 Wochen rach der Infektion 
Verkalkungen auftreten kénnen. 

Als Ergebnis dieser Untersuchungen ist also im Verlauf der tuber- 
kulésen Erkrankung durchweg eine Erhéhung des K-, Ca-, Cl- und teil- 
mu z weise des Wassergehalts in den erkrankten 

[<Clng he Lymphknoten festzustellen. 

A >+-—— Um annihernd den Ablauf der 
Mineralbewegungen zu _ zeigen,  ver- 
suchte ich auf Grund der Mittelwerte 
bei den einzelnen Stadien der tuber- 
kulésen Veranderungen eine graphische 
Darstellung zu geben. Der Ca-Wert der 
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teressant ist der Parallelismus der K- und Cl-Bewegungen im Gegen- 
satz zu dem abweichenden Verhalten des Ca. 

Ein Vergleich dieser Befunde mit den angefiihrten Untersuchungen 
an anderen tuberkulésen Organen erscheint aus den oben dargelegten 
Griinden nicht méglich. Hingegen diirfte ein Vergleich mit Untersuchungen 
an der Haut, einem ebenfalls relativ homogenen Organ, die hauptsachlich 
von Nathan und Stern vorgenommen wurden, weiterfiihren. Der Mineral- 
gehalt der Haut schwankt nach den Untersuchungen von Brown, Nathan 
und Stern, Urbach, Dérffel u.a. innerhalb gewisser Grenzen. Die Normal- 
spannen fiir die menschliche Haut werden von Nathan und Stern, sowie 
Stern fiir K zwischen 157 bis 367,5 mg-°,, fiir Ca zwischen 17,3 bis 33,8 mg-° 
fiir Cl zwischen 143 bis 564 mg-°, und fiir Wasser zwischen 65,9 bis 70,6 ° 
angegeben. Innerhalb dieser Grenzen besteht eine breite Fluktuations- 
mdéglichkeit (Nathan und Stern). Bei den verschiedensten entziindlichen 
Verainderungen der Haut wurden von den genannten Autoren Minera! 
verschiebungen beobachtet, die in Vermehrung des K-, Ca-, Cl- und Wasser- 
gehaltes der Haut bestanden. Die Normalspannen wurden dabei erheblich 
iiberschritten. 

Meine Befunde an den erkrankten Lymphknoten entsprechen 
damit im Prinzip den Ergebnissen von Nathan und Stern, wie dies 
auch aus dem Vergleich der eigenen graphischen Darstellung mit einer 
Kurve ersichtlich ist, die Stern aus den prozentualen Verschiebungen 
des K-, Ca-, Cl- und Wassergehalts in der mit Ultraviolettlicht be- 
strahlten Kaninchenhaut errechnet hat. 

Es ist besonders auffallig, daB entsprechend dem K. und Cl-Abfall 
und dem starkeren Ca-Anstieg in tuberkulés erweichten Lymphknoten 
auch Nathan und Stern nach ,,Starkbestrahlungen‘* der Kaninchenhaut, 
die zur Nekrose fiihrten, ahnliche Mineralverschiebungen beobachteten. 
Auch hier erfolgte stets eine Ca Vermehrung und oft ein K-Abfall. 
Damit scheinen diese an verschiedenen Organen erhobenen und durch 
verschiedene Ursachen bedingten Befunde in ihrer Ubereinstimmung 
auch durch biologisch ahnliche Bedingungen veranlaBt zu sein. Es ist 
durch weitere Untersuchungen zu entscheiden, ob ebenso wie in der 
Haut auch andere entziindliche Erkrankungen der Lymphknoten zu 
gleichen Mineralverschiebungen fiihren wie eine tuberkulése Infektion. 
Jedenfalls sprechen diese Vergleiche nicht dafiir, daB organbedingte 
Eigentiimlichkeiten den Ablauf von Mineralbewegungen bei entziind- 
lichen Verainderungen prinzipiell, d.h. in ihrer Richtung beeinflussen. 
Quantitative Abweichungen werden sich natiirlich durch Blut- und 
Lymphversorgung, Spannungsverhaltnisse usw. in den Organen er- 
geben kénnen. 

AuBer Lymphknoten von Meerschweinchen wurden auch solche 
von Menschen untersucht. Es handelte sich ausschlieBlich um Sektions- 
material. Die so erhaltenen Ergebnisse erfordern eine kritische Stellung- 
nahme insbesondere gegeniiber allen sogenannten ,,Normalwerten™. 
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Ante finem und postmortal ergeben sich unkontrollierbare chemische 
Veranderungen, welche auch die mineralische Zusammensetzung der 
Organe beeinflussen. Damit sind die in Tabelle LI erhaltenen Ergeb- 
nisse nur beschrinkt zu verwerten. 


Tabelle 11. 





Berechnet auf das Trockengewicht 


Fall — 7 Gurren pipatppenlinnen 
kK Ca Cl Wasser 
Nr. mg-9/,, mg-°/ > mg-9/, 0/5 
1 Normale leicht hyper- 
plastische Gekrésedriise . 1514 * B5 438 79.4 
2a Normale leicht 6édematise 
Mesenterialdrise .... 772 36 699 73,7 
2b) Normale Hilusdriise . . . . 307 72 723 70,9 
3 Normale Mesenterialdriise . 1260 90 527 71,8 
4 Solid tuberkulése Mesen- 
eerialdvree ....... 914 624 865 78,4 
5 Ree i ge ai a, 954 29,1 498 §9,5 
6 Erweichte tuberkulése Hals- 
GS okies ASK ht ta ti 691 314 1214 79,6 
7 Atheromatése tuberkulése 
Hilusdrise ....... 269 431 59,1 
8 Carcinomatése Gekrésedriise 1240 86,8 — 84,1 
i) Wie 8, aber erweicht .. . 879 379 532 78,7 
10 | Chloromdrise....... 2030 35,4 291 81,5 


Bei den Werten der zweiten und dritten Analyse (Fall 2a und b) 
handelt es sich um Lymphknoten ein und derselben Leiche. Ein Ver- 
gleich ist hier zulassig. Der exitus erfolgte nach einer Gallenblasen- 
operation an Ileus. Der Verdauungstractus wies ein starkes Stauungs- 
édem auf. In den leicht 6dematésen, sonst normalen Mesenterial- 
driisen fand sich fiir K ein Wert von 772 mg-%, fiir Ca von 36 mg-%, 
fiir Cl von 699 mg-°% und fiir Wasser von 73,7%. Die Werte in den 
, normalen* Hilusdriisen betrugen fiir K 307 mg-%, fiir Ca 72 mg-%, 
fiir Cl 723 mg-°%, und fiir Wasser 70,9%. In den Driisen der zweiten 
Analyse war also der K- und Wassergehalt wesentlich héher als in den 
Driisen der dritten Analyse. Die K- und Wasserzunahme diirfte sich 
durch das lokale Gdem in den Driisen des Mesenteriums erkliren lassen. 
Einheitliche Werte wurden, wie ersichtlich, in den ,,.normalen‘* Lymph- 
knoten menschlicher Leichen auch sonst nicht erhalten. 

Entsprechend den Befunden an _ tuberkulésen Lymphknoten 
von Meerschweinchen wurden auch in den tuberkulésen menschlichen 
Lymphknoten von Fall 4, 6 und 7 erhéhte Ca-Werte gefunden. Bei 
Fall 6 war auch der Cl-Gehalt erhéht. Hingegen fand sich bei Fall 5 
ein niedriger Ca-Gehalt von 29,1 mg-%. Hier bestanden, wie der 
Auszug aus dem Sektionsprotokoll ergibt, auch pathologisch-ana- 
tomische Besonderheiten. 
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Fall 5. Verkalkung in Verbindung mit frischer, markiger Schwellung 
der Gekréselymphknoten. Ausgedehnte schwere Dick- und Diinndarm- 
tuberkulose. Eine Driise im mittleren Ileum ist kirschgroB, total verkalkt. 
Die tibrigen sind kleiner, auf dem Schnitt weiBlich, ohne Verkdsungen. 
Mikroskopisch: Mesenterialdriisen: Epitheloidzellentuberkel und alter, 
kalkiger Komplexherd. 


Es handelt sich also bei Fall 5 um eine atypische Mesenterial- 
driisentuberkulose, bei der auch an den auf ihren Mineralgehalt unter- 
suchten Driisen mikroskopisch keine Verkisung festzustellen war. 
Der erhéhte K-Gehalt kénnte eher einem proliferativen Vorgang ent- 
sprechen, bei dem Ca-Erhéhungen oft fehlen, wie dies z. B. auch bei 
der tumordurchsetzten Gekrésedriise des Falles 8 und der Chloromdriise 
des Falles 10 festzustellen war. 


Bei Fall 9, bei welchem die Carcinommetastase erweicht war, 
fand sich entsprechend dem degenerativen Vorgang ein erhéhter Ca- Wert. 
Der hohe K-Gehalt der Carcinom- und Chloromdriisen entspricht den 
hohen K-Mengen, wie sie in rasch wachsenden jungen Geweben gefunden 
werden. 


Eine vergleichende Betrachtung der eigenen Analysen mit Stoff- 
wechseluntersuchungen anderer Autoren ist nicht ohne weiteres méglich. 
Quantitative Mineralanalysen geben nur einen Einblick in értliche 
Verhaltnisse, Stoffwechseluntersuchungen hingegen erfassen Gesamt- 
vorgange und lassen damit keine Riickschliisse auf drtliche Begeben- 
heiten zu. Die Beurteilung von Stoffwechseluntersuchungen ist wegen 
der komplexen Vorginge im Verlauf der Tuberkulose weiter erschwert. 
Fieber, Einschmelzung der Koérpersubstanz und ahnliches beeinflussen 
die Mineralbilanz. Immerhin erscheint es mdglich, da bei fort- 


schreitender und verkiasender Organtuberkulose unter anderem auch 
die hierbei beobachteten K- und Cl-Verluste im Gewebe die Mineral- 
bilanz nach der Verlustseite hin beeinflussen. 


Damit wiirde durch die angefiihrten Untersuchungsbefunde 
wenigstens fiir die spateren Stadien der Tuberkulose Robins De- 
mineralisationsthese eine gewisse Stiitze erfahren. Die von NSchdfer 
festgestellte ,,relative Demineralisation’, die er auf Grund einer Wasser- 
zunahme in tuberkulésem Gewebe annahm, wurde in den untersuchten 
Lymphknoten nicht beobachtet. 


Die Analysen in den von Tumoren durchsetzten Lymphknoten ergaben 
ahnliche Resultate, wie sie in priméren Tumoren vorgefunden werden. So 
geben unter anderen Wolf, Watermann sowie Roffo, Roffo und Giorgi, Roffo 
und Laserre und Rodenburg (letztere zit. nach Klinke) in Tumoren hohe 
K-Werte an, wie sie sich auch in den hier untersuchten Metastasen vor 
fanden. Watermann fand daneben in Tumoren mit verlangsamtem Wachs 
tum, vor allem bei degenerativen Prozessen, eine starke Zunahme des Ca. 
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Dementsprechend fand sich in den hier untersuchten Metastasen ein relatiy 
niedriger Ca-Gehalt, waihrend in der erweichenden Metastase des Falles % 
der Ca-Wert erheblich erhéht war. 


Die Ca-Zunahme in Tumoren kénnte als Folge degenerativer Prozesse 
gedeutet werden. Fiir diese Annahme sprechen auch Befunde von Eichholtz 
bei experimentellen Rattensarkomen. Auch diirften die Befunde von 
Schénholz und Hirsch in dem gleichen Sinne zu werten sein. Die Autoren 
fanden in Aschebildern von Tumoren schon 3 Tage nach Réntgenbestrahlung 
eine Ca-Zunahme, die sie allerdings nicht als Folge einer beginnenden 
Nekrose auffaBten, da eine solche farberisch im histologischen Bilde nicht 
nachweisbar war. Diese Annahme wire zutreffend, wenn beginnend¢ 
nekrotische Prozesse firberisch nachgewiesen werden kénnen. Die Wirkung 
von Réntgenstrahlen auf Tumoren besteht aber u. a. in einer Schidigung 
der Tumorzellen, und es wére durchaus méglich, da®B die Ca-Zunahme als 
Ausdruck dieser Schadigung nachweisbar war, bevor diese durch Farbe- 
verfahren sichtbar wurde. 

Die mitgeteilten Befunde bediirfen noch weiterer Erganzung. 
Als quantitative Mineralanalysen geben sie nur einen Einblick in den 
Gesamtmineralgehalt der untersuchten Objekte und erlauben damit 
keine SchluBfolgerungen beziiglich der qualitativen Verhaltnisse im 
Gewebe, sowie der Lagerung und Verschiebung in den einzelnen Be- 
zirken. Diese Fragen miibten mit anderen Methoden angegangen 
werden. 


Zusammenfassung. 


Untersuchungen an normalen, solid tuberkulésen, kasigen und 
kasig erweichten tuberkulésen Lymphknoten von Meerschweinchen 
ergaben: 


1. Eine Erhéhung des K-, Ca-, Cl- und zum Teil des Wassergehaltes 
in den erkrankten Lymphknoten in allen Stadien:; 2. eine Abnahme 
des erhéhten K- und Cl-Gehaltes bei Eintritt der Verkasung, wihrend 
3. der Ca-Gehalt weiter anstieg. 


Untersuchungen an Lymphknoten von Menschen (Sektions- 
material) ergaben weniger einheitliche Befunde. 
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Uber die Herkunft der originiren Katalase der Kuhmilch. 


Von 
Anton Zeilinger. 


(Aus dem Institut fiir Milechwirtschaft und landwirtschaftliche Mikrobiologie 
an der Hochschule fiir Bodenkultur in Wien.) 


(Eingegangen am 4, Dezember 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Kinleitung. 

Da die Milch einerseits eine physiologische Flissigkeit, anderer- 
seits ein Nahrboden fiir die verschiedensten Katalase produzierenden 
Mikroben ist, kénnte man meinen, daB die Herkunft der Milchkatalase 
als teils originar, teils bakteriell deutlich umschrieben wire. 

Die Ansicht, daB ein Teil der Milchkatalase aus dem K6rper stammt, 
gilt wohl heute als unumstritten, es ist nur die Frage offen, mit welchen 
K6érpersubstanzen diese als Restferment aufzufassende originare Kata- 
lase in die Milch gelangt. 

Nach Reiss (1), Grimmer (2) u. a. ist eine Parallelitaét zwischen Katalase - 
gehalt und Fettgehalt der Milch unverkennbar, wahrend O. Jensen (3) 
und H. Roeder (4) den Einflu8 des Blutes in den Vordergrund stellen. 
Aus den allerjiingsten, von A. Staffe (5) im Hochgebirge durchgefiihrten 
Untersuchungen geht hervor, daB die Katalasezahl der Milch beim Auftrieb 
der Kiihe auf die Alpe unverhaltnismaBig stark erhéht wird. Der Anstieg 
des Katalasegehaltes geht Hand in Hand mit einer Erhéhung des Fett- 
gehaltes, andererseits steht er im Einklang mit dem von mehreren Forschern 
[Viale (6), Alexeeff (7)] beobachteten Ansteigen des Blutkatalasegehaltes 
im Hochgebirge. Dieser letztere Umstand laBt mit allergréBter Wahr- 
scheinlichkeit erwarten, daB zwischen Blut- und Milchkatalase innige Zu- 
sammenhange bestehen. 

Damit war denn auch die Veranlassung gegeben, zu versuchen, 
ob dieser zu erwartende Zusammenhang zwischen Blut- und Milch- 
katalase tatsichlich nachzuweisen sei. 


Aus mehrfachen Griinden wurden die Untersuchungen mit freundlicher 
Bewilligung des Direktors, Herrn Dr. A. List, an der ésterreichischen Bundes- 
Lehr- und Versuchsanstalt fiir Milchwirtschaft in Wolfpassing durch- 
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vefihrt. Dort stand neben einer Rasseherde von Montafoner Kiihen ein 
Laboratorium zur Verfiigung, welches, unmittelbar neben den Stallen 
gelegen, die Méglichkeit bot, die Proben sofort nach ihrer Entnahme zu 
verarbeiten. 


A. Untersuchungen wiber den Katalasegehalt der Milch und des Blutes. 


Zunachst wurde die prinzipielle Lésung der Frage angestrebt, 
ob sich zwischen dem Katalasegehalt des Blutes und dem der Milch 
eine Parallelitat feststellen laBt. 

Aus der Anstaltsherde wurden acht Kiihe ausgewahlt, von denen zwei 
erst 8 Tage vor Beginn des Versuchs abgekalbt hatten, wahrend zwei weitere 
bereits auf der Héhe der Lactationsperiode standen und die restlichen 
zwei schon als altmelk zu bezeichnen waren. 

Die Tiere wurden unter genau denselben Bedingungen gehalten und 
erhielten stets dasselbe Futter (Weide, Luzerneklee und Kraftfutter). 
auch blieb das Wartungspersonal immer dasselbe. Bleibt noch anzufiihren, 
daB die Kiihe nachweisbar frei waren von Mastitis und Abortus Bang. 


Die Einteilung des Versuchs, welcher sich iiber 5 Tage erstreckte, 
war folgende: 

Es wurden taglich morgens das Blut und die Milch jeder Kuh der 
Untersuchung zugefiihrt. Die Kiihe wurden ungefahr um 6 bis 6'/, Uhr 
friih gemolken, das Blut um etwa 7 bis 7'/, Uhr friih entnommen. 


Die Entnahme der Blutproben wurde folgendermaBen gehandhabt: 


An der auBeren Seite des vorher griindlich gereinigten Ohrlappens 
wurde eine Fliche mit einem Durchmesser von etwa 3 bis 4cm ausrasiert, 
mit Alkohol gewaschen und mit einem reinen Wattebauschen getrocknet. 
Hierauf wurde eine der gut sichtbaren Venen mit einem scharfen Messer 
angeschnitten und von dem ausstrémenden Blute ?/;) ccm in einer Kapillar- 
pipette aufgesaugt. Die Pipette wurde nun auBen mit einem Stiick reinen 
Filtrierpapiers vorsichtig abgewischt und das Blut in einen schon bereit- 
gestellten 100 cem fassenden MeBkolben, welcher bereits bis nahe zur Marke 
mit destilliertem Wasser beschickt war, hineingespritzt. Um das Blut 
méglichst vollstaéndig in den Kolben zu bringen und gleichzeitig eine gute 
Durchmischung zu erzielen, wurde die Fiiissigkeit einige Male in die Pipette 
aufgesaugt und wieder ausgespritzt. Es trat stets sofort eine gleichmaBige 
Hamolyse ein. Die MeBkolben wurden nun in das Laboratorium gebracht 
und dort mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 

Die Bestimmung der Blutkatalase erfolgte nach der sehr verlaé@Blichen 
Mikromethode von Bach und Zubkowa (8), welche aber von dem Verfasser 
etwas modifiziert wurde. 

Da nach der Bachschen Originalvorschrift die Reaktion in den Proben 
durch Séurezusatz unterbrochen wird und die Proben sodann stundenlang 
stehengelassen werden kénnen, ohne dafs man bei der Titration Fehl- 
resultate zu befiirchten hatte, war es nicht einzusehen, warum die Kontroll- 
proben mit gekochter Blutlésung angesetzt werden miiBten. Es war nahe- 
liegend, zu versuchen, ob dasselbe Ziel nicht dadurch erreicht werden 
kénnte, da man die Blutlésung, statt sie zu kochen, zur Verhinderung der 
Fermentwirkung gleich von Haus aus mit Schwefelsiure versetzt. 
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Um sicher zu gehen, wurden acht Proben angesetzt, von denen 
die Halfte schon vor der Wasserstoffsuperoxydzugabe mit 3 ccm 
Schwefelsiure angesiuert wurde, wahrend die restlichen vier mit 
gekochter Blutlésung angestellt wurden. Da die Ergebnisse beider 
Reihen genau dieselben waren, wurden hinfort die Kontrollen nicht 
mit gekochter Blutlésung angestellt, sondern einfach die Schwefelsdure 
schon vor der Wasserstoffsuperoxydzugabe zugesetzt. Im _ iibrigen 
wurde bei der Verarbeitung der Blutproben genau nach der Bachschen 
Vorschrift verfahren. 


Spater konnte festgestellt werden, daB die Kontrollproben eines jeden 
Tages bei allen Kiihen innerhalb der Versuchsfehlergrenzen dieselben Werte 
lieferten. Es wurden daher fortan nur zwei oder drei Kontrollproben an- 
gestellt und aus diesen der Mittelwert berechnet. 


Bei den Milchproben war der Vorgang folgender: 


Vorerst wurde das Euter der Kuh mit warmem Wasser gewaschen und 
mit einem reinen Tuch gut abgetrocknet. Bei der Melkung fand ein ge- 
deckelter Melkeimer mit Siebeinsatz und einem engmaschigen Cazefilter, 
Verwendung. Die ersten Strahlen wurden in eine Vormeikschale gemolken. 
Nach beendeter Melkung wurde die Milch im Melkeimer mit einem Schépfer 
gut durchgemischt und davon eine Halbliterflasche zur Halfte gefiillt. 
Die Probenahme war also angesichts der bei umfangreicheren Untersuchungen 
auftretenden insbesondere zeitlichen Schwierigkeiten nicht vollkommen 
steril, immerhin erfolgte sie aber unter Einhaltung aller fiir die Gewinnung 
keimarmer Milch erforderlichen VorsichtsmaBregeln. Man kann somit 
unbedenklich annehmen, da®B der weitaus gréBte Teil der vorhandenen 
Katalase als originiren Ursprungs bezeichnet werden kann. 


Die Bestimmung des Milchkatalasegehaltes erfolgte nach der vom 
Verfasser (20) ausgearbeiteten jodometrischen Methode, und zwar wurde 
von jeder Milchprobe je eine Probe und eine Kontrolle angestellt. 


Die Bestimmung gestaltet sich folgendermaBen: In einem 100 ccm 
fassenden MeBkolben 148t man 1l5cem Milch und 5cem 1°,ige H,O,- 
Lésung (hergestellt durch Verdiinnung des Merckschen  Perhydrols) 
2 Stunden bei Zimmertemperatur aufeinander einwirken.  Hierauf fiigt 
man 1 cem Eisessig zu und schwenkt den Kolben kraftig um. Nach einigen 
Minuten Stehenlassens ist grobflockige Koagulation eingetreten. Man 
fiigt nunmehr 3 ccm einer etwa 30 °,igen Natriumsulfatlésung zu, schwenkt 
wiederum um und fiillt nach einigen Minuten den Kolben etwa bis zu drei 
Viertel mit destilliertem Wasser. Hierauf schwenkt man den Kolben 
wiederum kraftig um, um den bei der H,O,-Zerlegung entstandenen geringen 
Schaum zu zerstéren. Erst jetzt fiillt man bis zur Marke auf, schiittelt 
um und gieBt den Kolbeninhalt durch ein trockenes Faltenfilter. 25 cem 
des klaren Serums werden in einen 300 ccm fassenden Erlenme yer-Kolben 
pipettiert, mit 3cem 10° ,iger jodatfreier Kaliumjodidlésung und 5 ccm 
25° iger Schwefelsdiure versetzt. Der Kolben wird verschlossen und ungefahr 
1 Stunde lang im Dunkeln stehengelassen. Sodann setzt man ungefahr 
150 cem destilliertes Wasser zu und titriert das ausgeschiedene Jod mit 
n/10 Natriumthiosulfatlésung unter Anwendung von einigen Tropfen 
Starkelésung als Indikator. Die Kontrollprobe wird genau so angestellt, 
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mit dem Unterschied, daB man den Eisessig sofort zu Beginn dem Reaktions- 
gemisch zusetzt. 

Die Differenz zwischen der Haupt- und der Kontrollprobe entspricht 
der Menge des durch die Katalase zersetzten Wasserstoffsuperoxyds. 

Die in den nachfolgenden Tabellen wiedergegebenen Zahlen be- 
zichen sich bei den Blutproben auf die tatsaichlich gefundene Anzahl 
der verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Lésung, bei den Milchproben 
auf Kubikzentimeter Sauerstoff pro 15 ccm Milch. 

Bei Durchsicht der Einzelergebnisse schien es, als ob sich zwischen 
Blut- und Milchkatalase keinerlei sichere Beziehung erkennen lieBe. 
Die physiologischen Schwankungen sind jedenfalls sehr groB und, wie 
es scheint, in vielen Fallen geradezu entgegengesetzt. Gewisse Be- 
ziehungen lassen sich erst erkennen, wenn man die aus den Werten 
aller 5 Tage errechneten Durchschnittszahlen der einzelnen Kiihe 
einander gegeniiberstellt. 

Wahrend bei Kiihen mit hohem Blutkatalasegehalt auch der 
Katalasegehalt der Milch einen héheren Wert aufweist, ist bei den 
Kiihen, deren Blut durch einen niedrigeren Katalasegehalt gekenn- 
zeichnet ist, auch der Katalasegehalt der Milch erniedrigt. 

Aus diesen Durchschnittszahlen geht auch hervor, daB die indi- 
viduellen Verschiedenheiten im Blutkatalasegehalt, sofern es sich 
um Mittelwerte aus mehreren Untersuchungen handelt, nicht sehr groB 
sind, wahrend im Katalasegehalt der Milch relativ ziemlich grobe 
Unterschiede auftreten. 

Einen auffallend hohen Durchschnittswert zeigte die Milch der tiuh 
Nr. 1 (Oase). Da dieses Tier erst 8 Tage vor Beginn des Versuchs abgekalbt 
hatte, kann der hohe Wert wohl damit erklart werden, daB die Milch noch 
die Eigenschaften eines Colostrums hatte. 


Tabelle I. 


Durchschnittswerte aus allen Kiihen. 





oe D Milchkatalase Bluikatalase 
“6 — eem O. ecm K Mn, 
1 22. VI 2,21 2.79 

2 28. VI 2.49 3,19 

3 24. VI 1,90 1,99 

4 25. VI 2,80 2.24 

5 26. VI 2,78 2,02 


Scheint also aus Vorstehendem schon hervorzugehen, daB zwischen 
Blut- und Milchkatalase gewisse Zusammenhinge bestehen, so tritt 
eine Parallelitat ganz deutlich vor Augen, wenn man aus den an den 
einzelnen Tagen erhaltenen Werten aller Kiihe die Tagesmittelwerte 
errechnet. Diese Mittelwerte sind aus der Tabelle I ersichtlich. 
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In diesen 'Tagesdurchschnitten sind die Schwankungen nach oben 
oder unten durchgehend beiden Katalasen gemeinsam. 


Tabelle II. 


Durchschnittswerte aus den Kiihen Nr. 2 bis 6. 





Tag — Milchkatalase Blutkatalase 
eem Os cem K MnO, 
1. 22. VI 1,70 2,85 
a 23. VI. 2,04 3,11 
8. 24. VI. 1,32 1,89 
4. 25. VI 2,11 2,24 
5. 26. VI 1,95 2,11 


Noch deutlicher tritt die Parallelitat zwischen Blut- und Milch- 
katalase in der Tabelle II in Erscheinung, bei der die Kuh Nr. 1 (Oase), 
deren Milchkatalasegehalt, wie vorhin erwahnt, noch stark von der 
kurz vor dem Versuch erfolgten Geburt beeinfluBt war, nicht beriick- 
sichtigt wurde, die angefiihrten Zahlen mithin nur die Durchschnitts- 
werte der iibrigen fiinf Kiihe angeben. 

Obzwar sich der Versuch nur iiber 5 Tage erstreckte, steht es nach 
diesen Ergebnissen auBer Zweifel, daB zwischen Blut- und Milchkatalase 
in der Tat innige Zusammenhange bestehen miissen. Jedoch laBt 
sich insbesondere aus den Einzelresultaten erkennen, da auBer dem 
Blutkatalasegehalt wohl noch andere Faktoren am Werke sein miissen, 
welche den Katalasegehalt der Milch in hohem MaBe_ beeinflussen. 


B. Die Beziehungen der origindren Milchkatalase zum Gehalt der Milch an 
Fett und Trockensubstanz. 


Wie schon eingangs berichtet wurde, mu nach den Befunden 
einer Reihe von Forschern dem Fettgehalt der Milch eine bedeutsame 
Rolle beziiglich der Herkunft der originairen Milchkatalase zugeschrieben 
werden. 

In einem zweiten Versuch, welcher sich wie der erste iiber 5 Tage 
erstreckte, wurde neben den Untersuchungen iiber den Katalasegehalt 
des Blutes und der Milch auch der Fettgehalt und das spezifische Ge- 
wicht der Milch ermittelt und hieraus der Gehalt der Milch an Trocken- 
masse und fettfreier Trockenmasse berechnet. Zur Erginzung des 
Versuchsbildes wurden auch die taglichen Milchmengen der einzelnen 
Kiihe notiert. 


Blut- und Milchkatalase wurden auf dieselbe Weise bestimmt wie im 
ersten Versuch. Die Bestimmung des Fettgehaltes erfolgte nach Gerber, 
das spezifische Gewicht wurde mittels eines Lactodensimeters ermittelt. 
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Aus diesen beiden GréBen wurden mit Hilfe der Fleischmannschen Forme! 
die Trockenmasse und die fettfreie Trockenmasse errechnet. 

Im vorhergegangenen Versuch war es aufgefallen, daB der Katalase- 
gehalt sowohl des Blutes als auch der Milch oft sehr groBen Schwan- 
kungen unterworfen ist. Da Haltung und Fiitterung der Tiere durchweg 
unverandert und auch die iibrigen Bedingungen anscheinend stets 
dieselben blieben, miissen diese Schwankungen wohl auf andere Faktoren 
zurickgefiihrt werden. 

Nun haben schon mehrere Forscher [Viale (6), Alexeeff (7) u. a.) fest 
gestellt, daB die Blutkatalase auBerst stark dem EinfluB der Witterungs 
faktoren unterliegt in dem Sinne, daB eine Abnahme der Temperatur ode1 
eine Zunahme der Windstirke erhéhend auf die Blutkatalasezahl wirken 
und auch zahlreiche andere Faktoren ihren Einflu8 geltend machen. Nach 
Alexeeff ist eine Anderung der Blutkatalasezah] hauptsachlich durch die 
Summe der Einfliisse der physikalischen Faktoren zu erkliren. Ganz 
ahnliche Verhaltnisse fand, wie eingangs mitgeteilt, 4. Staffe (5) im Verlaute 
seiner Hochgebirgsuntersuchungen auch bei der Milch vor. 

Es wurden daher auch einige der wichtigsten klimatologischen 
Faktoren taglich aufgezeichnet und zwar der Barometerstand, die 
AuBentemperatur, die Temperatur im Stall, ferner das Maximum und 
das Minimum der AuBentemperatur innerhalb der letzten 24 Stunden 
und schlieBlich die relative Feuchtigkeit. AuBerdem wurden subjektive 
Beobachtungen iiber die Windstarke, den Bewélkungsgrad usw. notiert. 

Um die durch den EinfluB verschiedener Lactationsstadien be- 
dingten Unterschiede auszuschalten, wurden fiir diesen Versuch sechs 
Kiihe ausgewihlt, welche alle auf der Héhe der Lactationsperiode 
standen. 

Die iibrigens vollkommen gesunden Tiere waren wahrend des 
ganzen Versuchs auf der Weide und wurden erst kurz vor dem Melken, 
etwa um 4!/, Uhr friih, in den Stall gebracht. Im iibrigen war ihre Haltung 
und Fiitterung genau dieselbe wie bei den Kiihen des ersten Versuchs. 
Auch die Entnahme und Verarbeitung der Proben fand unter genau den- 
selben Bedingungen statt wie im ersten Versuch. Die Aufzeichnung det 
klimatologischen Daten erfolgte taglich unmittelbar vor der Entnahme 


der Blutproben. 
Tabelle Ill. 


Tagesdurchschnitte. 





Gesamt- Fettfreie 


Milch- - ‘ett- Spez. Gew. + ta Weadiiinn. Mile} 
Tag Datum ~ a. oan in Spindel — — ee ry 

lase lase in 9 graden in Jo in 0 in kg 
1. 14. VII. | 2,10 2,34 3,13 30,7 11,70 8,57 6,30 
2. 15. VII. | 0,71 2,20) 2,12 33,5 11,17 9.06 5,33 
3. 16. VII. | 1,35 | 2,46 | 2,25 32.6 11,12 8.87 5.65 
4. 17. VIl. | 159 209 271 32,1 11,54 8,83 6,37 
5. 18. VII 155 2,81 , 2,38 31,5 11,- 8.62 6,23 


30* 
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Die taglichen Mittelwerte der Versuchsresultate sind in der Ta- 
helle IIT (s. auch Abb. 1) wiedergegeben. Das Bild, welches nicht nur 

















diese Tabelle, sondern auch -—~— mit einer einzigen Ausnahme -— alle 
Kinzelergebnisse vermittelt, ist in vieler Hinsicht interessant. 
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Wenn wir fiirs erste die Milchkatalase mit der Blutkatalase ver- 
gleichen, so finden wir leicht heraus, da die Verhaltnisse ahnlich sind 
wie im ersten Versuch. 

Versucht man nun, die Milchkatalase neben der Blutkatalase 
auch mit dem Fettgehalt zu vergleichen, so gewinnt das Bild iiber- 
raschend an Leben. In einer ganzen Anzahl von Fillen konnte die 
Beobachtung gemacht werden, daB dem Fettgehalt letzten Endes die 
Rolle eines ausschlaggebenden Faktors fiir den Verlauf der Milchkatalase- 
kurve zukommt. Nahezu iiberall dort, wo die Kurve der Milchkatalase 
der der Blutkatalase entgegenlief, war ganz deutlich sichtbar, daB 
es der Fettgehalt der Milch ist, auf dessen richtunggebenden EinfluB 
das scheinbar nicht entsprechende Versuchsergebnis zuriickzufiihren ist. 
Die Katalasekurve der Milch stellt sozusagen die Resultierende aus den 
beiden anderen Kurven dar. 

An Tagen, an denen Fettgehalt und Blutkatalase gleichsinnig 
verlaufen, scheint sich ihre Wirkung gewissermaBen zu summieren, 
wahrend sich bei entgegengesetztem Verlauf die Wirkungen gegenseitig 
aufheben und die Milchkatalasezahl schlieBlich dem Faktor folgt, 
dessen Schwankung die bedeutendere war. 

Als nachster Faktor erscheint in der Tabelle das spezifische Gewicht 
der Milch. 

Was das spezifische Gewicht an sich betrifft, so ist, soweit man eine 
Abhangigkeit vom Fettgehalt in Betracht ziehen muB, zu erwarten, dab 
ein durch einen hohen Fettgehalt bedingter niedriger Wert mit einer Er- 
héhung der Milchkatalase parallel geht. Bei der Gesamttrockensubstanz 
miiBte ein ahnlicher Fall eintreten. Je héher der zu einem ansehnl.chen 
Teil von dem Fettgehalt abhangige Gehalt der Milch an Trockensubstanz 
ist, desto héher miiBte folgerichtig der Katalasegehalt sein. 
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Tatsachlich lieB sich durchgehend fast bei allen Kiihen zwischen 
spezifischem Gewicht und Milchkatalase eine gewisse Gegenliufigkeit. 
zwischen Gesamttrockenmasse und Katalase eine gewisse Parallelitat 
beobachten. 

Das gréBere Interesse beansprucht zweifellos die Beziehung det 
fettfreien Trockenmasse zur Milchkatalase. Hier konnte fast durchweg 
die Feststellung gemacht werden, daB die Kurve der fettfreien Trocken- 
masse einen Verlauf nimmt, welcher der Kurve der Milchkatalase 
gerade entgegengesetzt ist. Halt man sich gleichzeitig vor Augen, 
daB eine Erhéhung des Gehaltes der Milch an nicht fettartigen Sub 
stanzen in der Regel gemeinsam mit einem Sinken des Fettgehaltes 
auftritt, so erscheint es erklarlich, daB die von der Héhe des Fettgehaltes 
in hohem MaBe abhangige Milchkatalase gerade an den Tagen niedrigere 
Werte aufweisen mu, an denen der Gehalt der Milch an fettfreier 
Trockenmasse ein Maximum erreicht. 

Als letzter in der Tabelle aufscheinender Faktor bleibt noch die Milch 
menge zu besprechen. Hier lie sich fast bei ailen Tieren eine gewisse 
Parallelitat feststellen. In diesem Falle kann aber wohl kaum von einer 
direkten Abhangigkeit der Katalase von der Milchmenge gesprochen werden, 
es diirfte sich im wesentlichen vielmehr um eine gleichsinnige Beeinflussung 
beider durch auBere Faktoren handeln, wovon spéiter noch kurz die Rede 
sein soll. 

Uber die aus den fiinf aufeinanderfolgenden Einzelbestimmungen 
errechneten Mittelwerte der einzelnen Kiihe ist nicht viel zu sagen. 
Wohl weist die Kuh mit dem héchsten Blutkatalasedurchschnitt auch 
den héchsten Milchkatalasewert, aber gleichzeitig auch den niedrigsten 
Fettgehalt auf. Da auch sonst keine klar erkennbaren Zusammenhiange 
zutage treten und das Verhaltnis der einzelnen Faktoren zueinander 
bei jeder Kuh ein anderes ist, mu8 wohl angenommen werden, dal} 
diese GréBenverhaltnisse individuell und bis zu einem gewissen Grade 
fiir jedes einzelne Tier charakteristisch sind. 

Wie im ersten Versuch sehen wir auch hier wieder, daB sowohl 
der Blut- als auch der Milchkatalasegehalt ganz betrachtlichen Schwan- 
kungen unterworfen ist. Aber nicht allein diese Faktoren, sondern auch 
die konkret erfaBbaren GréBen, das spezifische Gewicht, die Trocken- 
masse, die Milchmenge, insbesondere aber der Fettgehalt weisen Schwan- 
kungen von ganz erheblichem Ausmafe auf, welche, wie frither aus- 
gefihrt wurde, wohl zum allergr6Bten Teil auf auBere Umstande, 
vor allem auf die taglichen Anderungen in den Witterungsbedingungen 
zuriickgefiihrt werden miissen. 

In der Tabelle LV sind die teils exakt gemessenen, teils nur subjektiv 
beurteilten Witterungsfaktoren der 5 Tage zusammengestellt. 

Wenn man die Blutkatalase mit den exakt erfaBten Witterungs- 
faktoren vergleicht, so ergeben sich dieselben Verhaltnisse, wie sie von 
Viale und Alexeeff gefunden wurden. Es ist klar erkennbar, daB bei niedri- 
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verer Temperatur der Katalasegehalt des Blutes steigt, wahrend er bei 


Temperaturerhéhung fallt. AuBerdem ist eine gewisse Parallelitat der 
Blutkatalasekurve mit der Kurve der Temperaturmaxima und der der 
relativen Feuchtigkeit festzustellen. Eine Betrachtung der allgemeinen 


Witterungsverhiltnisse erginzt das Bild in dem Sinne, da’ auch eine 
zunehmende Windstirke von erhéhendem EinfluB8 auf den Katalasegehalt 
des Blutes ist. Im allgemeinen geht aus dieser Gegeniiberstellung von 
neuem hervor, da® fiir eine Anderung des Blutkatalasegehaltes haupt- 
sichlich die Summe der Einfliisse der klimatologischen Faktoren verant- 
wortlich zu machen ist. 

Was den Fettgehalt der Milch anlangt, so scheint er nur mit einem det 
aufgezeichneten Witterungsfaktoren, dem Luftdruck, parallel zu vei 
laufen. Besonders am zweiten Versuchstage ist eine auffallige Uberein- 
stimmung zu beobachten. Der ohnehin schon niedrige Luftdruck war um 
weitere 6mm gesunken, gleichzeitig fiel der Fettgehalt der Milch aller 
sechs Kiihe stark ab. In den nachsten Tagen, an denen der Barometerstand 
wieder normale Werte erreichte, erholte sich auch der Fettgehalt wieder 
einigermaben, ohne aber den Durchschnittswert des ersten Tages zu er- 
reichen. Da auch die taglichen Milchmengen im Durchschnitt dasselbe 
Verhalten wie der Fettgehalt zeigten, hatte es den Anschein, als ob gerade 
Unterschiede in der allgemeinen Beschaffenheit der Atmosphare von gréBtem 
EKinfluB auf die Milchsekretion seien. Angesichts der allzu geringen zeit- 
lichen Ausdehnung des vorliegenden Versuchs ist es aber natiirlich nicht 
mdéglich, etwa allgemein giiltige Schliisse aus diesen Beobachtungen zu 
ziehen. Dab das spezifische Gewicht und die fettfreie Trockensubstanz 
sich zwangsliufig gerade entgegengesetzt verhalten, ist als naturnotwendig 
schon hervorgehoben worden. 

Was die Milchkatalase betrifft, so kann nach diesen Ergebnissen 
nur wiederholt werden, daB sie, als einerseits vom Fettgehalt und 
andererseits von der Blutkatalase beeimfluBt, den Mittelweg zwischen 
diesen beiden Faktoren geht. 


Schlubfolgerungen, 


Die Befunde der beiden Versuche bestatigen also vollkommen die schon 
oft ausgesprochene Vermutung, da®8 die originére Katalase der Milch innig 
mit dem Milchfett und dem Blut zusammenhingen miisse. Damit im 
Einklang steht ja auch die Tatsache, daB Milch altmelker Kiihe und Colostral 
milch einen bedeutend tiber die Norm erhéhten Katalasegehalt aufweisen. 
Es entsteht nun die Frage, ob es sich in solchen Fallen um eine effektive 
Mehrbildung an Katalase handelt oder wahrscheinlicher nur darum, 
daB in vermehrten Mengen Katalase aus dem Blute bzw. aus dem Kérper- 
fett in die Milch gelangt. 

Ein Beispiel einer Kuh mit einer Milch von colostralen Eigenschaften 
ist, wie friiher bereits erwahnt, die Kuh Nr. 1 des ersten Versuchs, bei der. 
wie auf den ersten Blick zu sehen ist, zwischen Blut- und Milchkatalase 
keinerlei Beziehung festgestellt werden kann. Merkwiirdigerweise liefert 
die Kuh Nr. 2, welche am selben Tage abgekalbt hatte, zu Versuchsbeginn 
schon eine durchaus normale’ Milchkatalasezahl, wiaihrend der Milch- 
katalasegehalt bei der Kuh Nr. 1 weitaus héher ist. Die Zahlen fiir die 
Blutkatalase bewegen sich bei beiden Kiihen innerhalb der  normalen 
(rrenzen. 
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Von diesen beiden Kiihen war der Milchkatalasegehalt schon kurz 
nach der Geburt einige Male bestimmt worden. Die erhaltenen Zahlen 
(cem n/10 NagS,O,) seien an dieser Stelle mitgeteilt : 





Kuh Nr. 1 Kuh Nr. 2 
2 ‘Tage nach der Geburt 3,62 2.10 
| ‘ - 2.75 1.83 
ae ‘ ‘ . 2,77 1.35 
= a . ss 2,39 0,88 
E> «x m + ‘ 3,09 0.30 


Die Kuh Nr. 2 lieferte also im Gegensatz zur Kuh Nr. | schon 4 Tage 
nach der Geburt eine annaihernd normale Milchkatalasezahl. AuBerlich 
war die normale Beschaffenheit der Milch en diesem Tage dadurch zu 
erkennen, daB die fiir Colostralmilch charakteristische gelbliche Farbung 
fast vodllig verschwunden war. Es scheinen also in dieser Hinsicht ganz 
betrachtliche individuelle Unterschiede aufzutreten, welche aber in dem 
Katalasegehalt des Blutes keinen meBbaren Ausdruck finden. 

AuBer diesen beiden frischmelkenden Kiihen konnten noch einige 
hochtrachtige Tiere, welche bereits trocken gestellt waren und nur mehr 
in Absténden von mehreren Tagen gemolken wurden, untersucht werden. 
Die Milechproben zerlegten das zugefiigte H,O, innerhalb der zweistiindigen 
Versuchsdauer fast quantitativ, wahrend die fiir die Blutkatalase ge- 
fundenen Werte (2,53, 1,67 und 2,13 cem n/10 KMnQ,) als durchaus normal 
anzusprechen sind. 

Diese Ergebnisse bestaitigen somit die Richtigkeit der Vermutung, 
daB die Frhéhung des Katalasegehaltes bei Colostralmilech und Milch alt- 
melker Kiihe nicht auf eine erhéhte Katalasebildung im allgemeinen, sondern 
lediglich auf einen vermehrten Ubertritt von Katalase aus dem Kérper 
in die Mileh zuriickzufiihren ist. 

Wenn man nun die Befunde friiherer Untersucher mit den Ergebnissen 
der vorliegenden Arbeit ergainzt, so kénnte man sich den Ubergang der 
Katalase aus dem Koérper in die Milch folgendermaBen vorstellen: 

Zum ersten kénnte die, wie es scheint, innige Verbundenheit des 
Gehaltes der Milch an ocriginérer Katalase mit dem Fettgehalt die Annahme 
gerechtfertigt erscheinen lassen, daB ein Teil der originéren Katalase mit 
dem mehr oder weniger veriinderten Kérperfett in die Milch gelangt. Dafiir 
spricht einerseits neben der schon mehrmals aufgefundenen Parallelitit 
zwischen Fettgehalt und Katalase auch die seit Friedjung und Hecht (9) 
immer wieder bestatigte Tatsache. daB das fettreiche Endgemelk auch 
besonders reich ist an Katalase, andererseits der Umstand, da8 Milch 
altmelker, trockengestellter Kiihe und Colostralmilch, deren Fettzusammen- 
setzung der des an Katalase reichen K6rperfettes sehr nahe kommt, durch 
einen besonders hohen Katalasegehalt ausgezeichnet sind. 

Zum anderen ist aber nicht zu leugnen, daB dem Blute, welches ja 
gewissermaBen die Muttersubstanz der Milch darstellt, die Rolle eines 
dominierenden Faktors zukommt. Insbesondere das Colostrum ist durch 
seinen hohen Gehalt an Zellen, den Colostrumkérperchen, und an Albumin 
und besonders Globulin, denjenigen Eiwei8kérpern, welche zu denen des 
Blutes in einem nahen Verwandtschaftsverhaltnis stehen, als dem Blute 
nahestehend zu bezeichnen. 
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Mit fortschreitender Lactation tritt die selbstandige Tatigkeit det 
Milchdriise in den Vordergrund, die mit dem Blute dem EKuter zustr6menden 
Nahrstoffe werden weitergehend verarbeitet. Wahrend der Gehalt det 
Milech an Albumin und Globulin sinkt, erzeugt die Milechdriise in steigendem 
MaBe blutfremdes Casein. Hand in Hand damit geht eine Verminderung 
des Katalasegehaltes, bedingt eben dadurch, dal die Milchdriise die ih 
zugefuhrten Stoffe sozusagen griindlicher verarbeitet. 

Das Auftreten hoher Katalasezahlen bei SekretionsstGrungen, wie etwa 
bet Mastitis, kénnte insofern eine Erganzung dieser Annahme bedeuten, 
als in solehen Fallen bekanntlich in vermehrter Menge Blutbestandteile 
Leukoeyten, unter Umstanden sogar Erythrocyten in die Milch gelangen, 
Korper also, die an sich als reich an Katalase gelten. 

Aus allen diesen Betrachtungen kénnte man die allgemeine Forme! 
ableiten, daB der Gehalt der Milch an origindrer Katalase um so héher ist, 
in je gréBeren Mengen oder je weniger verdndert origindre Kérpersubstanzen 
Fett, Blutbestandteile in die Milch dibertreten. 

Zum SchluB sei es gestattet, einige kurze Bemerkungen iiber den 
Katalasegehalt des Blutes anzukniipfen. 

Wie aus den Tabellen hervorgeht, bewegen sich die Durchschnittswerte 
aus den an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrten Blutkatalase 
bestimmungen bei den einzelnen Kiihen zwischen 1.96 und 2,66 cem n/10 
KMnO,. Bei den Einzelergebnissen treten naturgemif weitaus gréBere 
Unterschiede auf. Der Vollstandigkeit halber sei noch angefiihrt, daB die 
an dem Blut der trockenstehenden Kiihe durchgefiihrten Einzelbestimmungen 
folgende Werte ergaben: 2,53, 1,67 und 2,13. Insgesamt liegen also hier 
die Resultate von 63 Bestimmungen vor. welche an 15 Kiihen derselben 
Rasse unter anscheinend denselben Bedingungen hinsichtlich der Zeit 
der Probenahme, des Ernahrungszustandes, der Haltung der Tiere usw. 
ausgefiihrt worden waren. 

Die erhaltenen Werte schwanken zwischen 1.13 und 3.61 cem n 10 
KX. Mn O,, also innerhalb sehr weiter Grenzen. Es scheinen somit die individu- 
ellen Verschiedenheiten im Katalasegehalt des Rinderblutes betrachtlich 
groBer zu sein als 7’. Radefj (10) gefunden hatte. 

Die von dem Verfasser untersuchten 15 Montafoner Wiihe leferten, 
wie bereits bemerkt, in insgesamt 63 Einzelbestimmungen Blutkatalase 
werte von 1,13 bis 3,61, im Mittel 2.41 com n/10 KMnQ,, das sind 4,10 mg 
H,O, pro Leem Blutlésung 1: L000, 


Zusammenfassung. 

1. Zur Klarung der Frage, ob zwischen dem Katalasegehalt des 
Blutes und der Milch irgendwelche Zusammenhange bestehen, wurde 
einige Tage hindurch an sechs Montafoner Kiihen taglich morgens 
der Katalasegehalt des Blutes und der Milch bestimmt. Die Bestimmung 
des Milchkatalasegehaltes erfolgte nach der vom Verfasser  aus- 
gearbeiteten jodometrischen Methode, wahrend der Katalasegehalt 
des Blutes nach dem vom Verfasser etwas modifizierten Verfahren 
von Bach ermittelt wurde. 

2. In den taglichen Durchschnittsergebnissen kam tatsdchlich 
eine unverkennbare Parallelitat zwischen Blut- und originirer Milch- 
katalase zum Ausdruck. 
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3. Es wurde ein zweiter, ahnlicher Versuch angestellt, bei dem auch 
der Fettgehalt, das spezifische Gewicht, die Trockenmasse, die fettfreie 
Trockenmasse und die Milchmenge in den Bereich der Untersuchungen 
einbezogen wurden. Uberdies wurden einige der wichtigsten Witterungs- 
faktoren aufgezeichnet. 

4. Neben der Blutkatalase ist auch der Fettgehalt der Milch ein 
Faktor von groBem EinfluB auf die Menge der origindéren Milchkatalase. 
Der Katalasegehalt der Milch stellt in gewissem Sinne die Resultierende 
aus dem Fettgehalt der Milch und dem Katalasegehalt des Blutes dar. 

5. Hingegen scheinen das spezifische Gewicht und die fettfreie 
Trockensubstanz der Mileh dem Milchkatalasegehalt umgekehrt pro- 
portional zu sein, indem hohe Werte des spezifischen Gewichts und der 
fettfreien Trockensubstanz mit einer niedrigen Katalasezahl zusammen- 
treffen, und umgekehrt. 

6. Die Milchmenge verlauft mit dem Katalasegehalt der Milch 
parallel; die Ursache hierfiir liegt wohl in einer gleichartigen Beein- 
flussung durch auBere Faktoren. 

7. Wahrend fiir eine Anderung des Blutkatalasegehaltes haupt- 
sichlich die Summe der klimatologischen Einfliisse verantwortlich 
zu machen ist, scheint der Fettgehalt mehr von der Beschaffenheit 
der Atmosphare abhingig zu sein; die Milchkatalase schlagt als die 
Resultierende aus den beiden Faktoren einen Mittelweg ein. Wegen 
der kurzen Dauer des Versuchs ist jedoch dariiber ein abschlieBendes 
Urteil noch nicht zu geben. 

8. Die am Blute von 15 Montafoner Kiihen verschiedenen Alters 
und verschiedener Lactationsstadien durchgefiihrten Katalasebestim- 
mungen brachten ein durchschnittliches Ergebnis von 2,41 ccm 
n/10 KMnO, bzw. 4,10 mg H,O,, wobei die Mittelwerte der einzelnen 
Kiihe zwischen 1,96 und 2,68, die Einzelergebnisse zwischen 1,13 und 
3,81 ceom n/10 KMnO, schwankten. Es 1aéBt sich weder zum Alter, 
noch zum Stand der Lactationsperiode eine Beziehung erkennen. 
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Beitrige zur Kenntnis des Labferments. 


Von 
A. Heiduschka und W. Sehmidt. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Gérungschemie 


der Sachsischen Technischen Hochschule zu Dresden.) 


(Eingegangen am 4, Dezember 1932.) 


Im Hinblick auf bisher geringe Bearbeitung des Themas wurde 
versucht, im besonderen den EinfluB der GenuBmittel und Gewiirze 
auf die koagulierende Funktion des Labferments zu studieren. Dabei 
wurde nach eingehender Wiirdigung bisheriger Wege und Mittel praktisch 
folgendermaBen verfahren: 

Je 10 ccm pasteurisierter Molkereimilch von kontrollierter, konstante1 
Qualitat (pu 6,6) wurden in geraden oder gebogenen Glasern in Wasse1 
thermostaten 3 Minuten lang auf 37°C erwarmt und in Dreh- und Hebe 
apparaturen! gleichmaBig, vorsichtig bewegt. In diese konstantwarmen 
Substrate wurden je ein Tropfen einer 1°,igen Glycerin-Wasserlésung 
(1:3) eines calecium- und borséurefreien Labpulvers 1: 300000 hinein 
pipettiert und die eintretenden Koagulationen mit Stoppuhren genau 
gemessen. Die Gerinnungen erfolgten bei vorschriftsmaBig guter Pflege 
der Agenzien nach 8 Minuten, womit nach gemachter Erfahrung die 
giinstigste Zeitbasis getroffen wurde. Das besonders genaue Erkennen des 
Koagulationseintritts war gewahrleistet durch kleine Glasheber und -bagger, 
die bei der Bewegung des Substrats die ersten Gerinnsel in der Milch sofort 
sichtbar machten und so eine eindeutige und gleichwertige Markierung 
erméglichten. Der Zusatz der GenuBmittel und Gewiirze in das Versuchs- 
gut geschah tropfen- oder zentigrammweise und bestméglichst in natiir- 
licher Form. Es wurde nur dann gelést oder gestreckt, wenn dadurch eine 
genauere Dosierung oder eine Milderung des zu heftigen Effektes erreicht 
wurde. Der Effekt von Lésungsmitteln wurde fiir sich untersucht. 

Dabei ergab sich, daB Wasser, Alkohol und Glycerin in Milch den 
Labkoagulationsverlauf verschieden stark hemmen, und zwar bi- 
destilliertes Wasser '/, Minute bei 10°, Glycerin DAB 6 1'', Minuten 
bei 10°, und absoluter Alkchol 4 Minuten bei 5°, Zusatz. 

Alkoholische Getranke hemmen nur dann, wenn die Alkoholwirkung 
nicht durch Gegenkrafte kompensiert wird. Als effektverkehrend treten 
auf Extraktivstoffe durch Erhéhung der Viskositaét, Saéuren durch 


1 Vogl. W. Schmidt, Dissertation Dresden 1932. 
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Senkung des py-Wertes. Es hemmen demnach Weinbrand stark, 
Likére je nach Zuckergehalt weniger, Weine und Biere (CQO,) férdern 
betrachtlich, ihrem Saiuregehalt entsprechend. Die Sauren beschleunigen 
die Koagulation analog ihrer Konzentration, nach Menge und Disso- 
ziationsgrad, was die Reihe: Essigsiure, Bernsteinsiure, Milchsaure, 
Apfelsiure, Weinsaure ergibt. 

Kine Ausnahmestellung nimmt die Gerbséure ein. Diese hemmt den 
Labgerinnungsverlauf trotz Aziditat. Tannin hebt sogar, obwohl es 
die H-Ionenkonzentration anderer Sauren durch seine Anwesenheit 
erhéht, die beschleunigende Wirkung derselben auf. 


Tabellenauszug: 





Tropfenzahl 


19/9 ige 1°), ige wasserige Weingerbséur 
waisserige 
Gerbsiure- 


elisungen 008388 |5 ige 
wisserige 
Weinsiure- 


lésung 141 143 1+5 1+8 1411 lOsung 
0 8’ 6 2” | 73s Yo’ & @ a gy Ff 
1 8' 14’ 7 34” [o.| to |e eS iw 7 53’ 
2 8’ 20” a, 2 i 2 oe Toe Lace | Ce 7°45" 
3 8’ 30"’ 6' 32" 7°15 +o | Sig” | 6a" 7' 40 
4 8’ 45" OP gl a oe is ge 2 ge eg 73 
5 8’ 53” 5°46" | 6' 48" | 7°16" | 816" | 8’ 32” 7’ 30” 
6 eg 5’ 30” | 6’ 39” ; S| tH 8' 40" 7’ 26" 
7 9’ 15”’ §’17" | 628” a. 4°) Sa 8' 45” 7’ 23’ 
8 9' 26” 5° 8” 6°16" | oe’ | & Si" | 8' 49" 7'19 
y 9’ 34” 4'61" | 6'10" | 648"  8'24 8’ 56’’ . oe 
10 9’ 46" a 4i” | @ 8" | 6 at” | a5" | 8 59” 7’ 14” 
12 10’ 14” '. ga «wii oS se a ar ag 7’ 10’ 
14 10’ 32” 4°13" | 336” | 631" | sae’ | & 9 Y es 
16 10’ 59” Cr’ ite  ¢n | te | v3" ee 
18 11’ 16” 3’ 58” | 5°15” | 6’ 13’ 8’ 35” | 9°15” ae og 
20 11’ 43” i a a, a ee ea ele 7. oS” 
25 12’ 38” 8°20” | 4°58” | 6 2” | 8’ 380" | 9°23” 6' 58" 
30 (10°) 13’ 38" 3’ 25 4' 48” | 5'58” | 8’ 42” 9 26” 6' 54" 


Das Beispiel zeigt, daB bei 1 Weinsdure + 7 Gerbsaure Gleich- 
gewicht herrscht, bei 1 -+ 8 iiberwiegt schon die Tanninhemmung, 
und die Intensitat derselben erhellt aus der weinsauren Vergleichs- 
lésung von 0,0833°, die die labférdernde Gegenkraft darstellt. Bei 
gerbstoffhaltigen Getrinken sind diese Verhaltnisse beachtenswert. 

Kaffees und Tees fordern den Labeffekt, zuriickzufiihren auf ihre 
sauren Rést- und Fermentierbestandteile. Bei dem hohen Gerbsaure- 
gehalt dieser Drogen ]4Bt diese Erfahrung dabei eine gewisse Stellung- 
nahme zu beziiglich der Frage der Bindung der Gerbsiéure in ihnen. 
Es sind im Kaffee auf Grund der Labbeeinflussung eher Glykoside oder 
Glucotannoide anzunehmen, als freies Tannin, im Tee Coffeintannate 
und andere gebundene Formen. 

Kakao in jeder Form hemmt die Labwirkung. Durch Isolierung 
des Theobromins und des Kakaorots laBt sich darstellen, daB diese 
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beiden Stoffe die hemmenden Faktoren sind. Im Kakao diirfte die 
Gerbsaiure nach den Labversuchen eher frei als gebunden vorliegen. 

Tabak férdert die Labgerinnung, weil die Nicotinbase in der Droge 
ebenfalls neutralisiert ist. Reine Nicotinlésungen hemmen stark, der 
Konzentration entsprechend. Tabakrauch ist verschiedenwertig, je 
nachdem Anteile aus der ersten Halfte von Rauchwaren vorliegen, oder 
solche der Reste. Die ersteren unterstiitzen die labenzymatische Kraft 
meBbar, die letzteren hemmen in stark wachsendem MaBe. Diese 
Beobachtung korrespondiert zweifellos mit der schon bekannten 
Tatsache, daB das Nicotin sich zum Teil in den noch unverbrannten 
Stiicken der glimmenden Rauchwaren ablagert und so der Rauch 
immer nicotinreicher wird, je kirzer der Stummel wird. Der Rauch 
wurde bei den Labversuchen mit Hilfe des iiblichen Apparates zur 
Nicotinbestimmung durch die Milch geleitet. 

Pfeffer behindert den Labeffekt infolge der Anwesenheit des 
Piperins. Paprika fordert dagegen, obwohl auch Capsaicin, 8-Methyl- 
nonen-6-sdurevanillylamid, eine schwache Base ist. 

Allylsenf6l tibt auf die koagulierende Funktion des Labs fast 
gar keinen EinfluB aus. Es hemmt nur ganz schwach, wie etwa destil- 
liertes Wasser auch. Hier liegt also ein Beispiel vor, wie die Enzym- 
beeinflussung unabhangig ist von anderen starken physiologischen 
Wirkungen. Tafelsenf fordert indessen in Milch verteilt die Gerinnung 
betrachtlich infolge besonders des Essigsiuregehaltes, aber auch durch 
Auswirkung von Korpuskularkraften, die von den schwebenden pflanz- 
lichen Gefa8triimmern ausgehen und noch durch die stark viskosen 
Schleimstoffe vergréBert werden. Man kann an verschiedenen Pflanzen- 
pulvern die Labgerinnungsbeschleunigung studieren, wie sie abhangig 
ist von der viskositatserhGhenden Wirkung derselben, aber auch allein 
von der Koérperlichkeit, z.B. am chemisch reinen, véllig neutralen 
Talkum. 

Zimt fordert. Pflanzensiuren und zu Zimtsiure oxydierte Anteile 
des atherischen Oles sind die Ursache. 

Vanille beschleunigt die Labkoagulation ebenfalls schwach, merk- 
wiirdigerweise auch reine Vanillinlésung. Dies Verhalten des Vanillins 
ist ein Problem, denn nach allen anderen Erfahrungen bedingt aromati- 
sches Hydroxyl eine Labhemmung. Die gleichzeitig vorhandene Aldehyd- 
gruppe im Vanillin sollte sogar erwartungsgemaB die phenolische 
Hemmung noch verstirken, entsprechend dem hemmenden Verhalten 
des Formalins. 

Phenolkérper hemmen den Labeffekt sonst stets in ausgesprochener 
Weise. Z.B. hemmt das dem Vanillin ahnlich gebaute Eugenol be- 
trachtlich und ist der Grund fiir das labschidigende Verhalten des 
Nelken-, Lorbeer- und Pimentéles, genau wie bei anderen atherischen 
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Olen etwa Thymol oder Carvacrol. Gerinnungsverzégernd sind ent- 
sprechend auch Kérper wie ,,Carbolsiure*‘, Kresol, Kreosot, Guajakol, 
Brenzcatechin, Resorcin, Hydrochinon, Pyrogallol, Phloroglucin und 
Naphthol. 

MuskatnuB, Macis, Safran, Cardamom, Ingwer, Meiran, Thymian 
und Bohnenkraut beschleunigen als Gewiirze alle den Labverlauf. 
Die Ursache ist in sauren, atherischen Olen und Pflanzensauren zu 
suchen. Reine Thymollésungen allerdings hemmen meBbar (Phenol- 
charakter), Menthollé6sungen und Cumarinlésungen beschleunigen. 

Die atherischen Ole von Kiimmel, Dill, Petersilie, Anis, Koriander, 
Pfefferminze und Wacholder férdern die Labkraft alle mehr oder 
weniger, oft ihrer Sauerstoffkapazitat entsprechend,  desgleichen 
Zwiebelsaft. 

Zusammenfassend ergibt sich, daB keine GenuBmittel oder Gewiirze 
dem Labferment gegeniiber ohne EinfluB sind. Sie wirken gerinnungs- 
hemmend durch Liquiditaét und Basizitét, und fordern durch Viskositat, 
Dispersion oder Aziditét. Als Ausnahmen hemmen trotz Aziditat 
Phenole und Gerbstoffe. Die Beeinflussung des Labeffektes beschrankt 
sich nicht auf Koagulationshemmung oder -férderung, sondern erstreckt 
sich auch auf die Art, besonders den Feinheitsgrad der Koagulation. 
Diese Wirkung auf die Korngr6éBe der Gerinnsel ist im stark sauren, 
gepufferten py-Bereich im Magen des Erwachsenen (py = 2,2 bis 2,6) 
die wichtigere, da dort die relativ geringen sauren oder basischen, auch 
viskésen und dispersen Eigenschaften von Beigaben der Nahrung kaum 
mit einer Anderung der Koagulationsgeschwindigkeit in Erscheinung 
treten kénnen. Im Magen des Saéuglings (pu = 5 bis 7) ist dagegen die 
Auswirkung der berichteten Einfliisse méglich. Damit verdeutlichen 
die Versuche, daB GenuBmittel, dem Saugling und Kinde gereicht, 
auch rein fermentchemisch schadlich sein miissen, indem sie die Lab- 
aktivitaét bedenklich hemmen oder steigern, waihrend sie fiir den Er- 
wachsenen giinstig sein kénnen, besonders wenn man auch die Anregung 
der Enzymsekretion beriicksichtigt. 

Nach Abschlu8 vorstehender Arbeit erhalten wir Kenntnis von den 
Untersuchungen Heinz Holters'. Er ist in der Beurteilung der bisher an- 
gewandten Methodik im wesentlichen ahnlicher Meinung wie wir, doch 
zieht er Caseinlésung natiirlicher Milch vor. Der Schwierigkeit der Ge- 
rinnungserkennung glaubt er durch Viskosemessungen begegnen zu kénnen. 
Wir sind aber der Meinung, daB unsere Verfahren einfacher sind. 


1 Diese Zeitschr. 255, 160, 1932. 
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Uber die Sulfonierung des Fichtenholzlignins. I. 


Von 
Erik Hiigglund und Gésta E. Carlsson. 


(Aus dem Institut fiir Cellulosetechnik und Holzchemie der Kegl.-Techn. 
Hochschule, Stockholm.) 


(Eingegangen am 6, Dezember 1932.) 


In einer vorangegangenen Arbeit! haben wir nachgewiesen, dab 
das Salzsiurelignin durch Erhitzung mit Bisulfitlésungen in lésliche 
Lignosulfonsauren iibergefiihrt werden kann. Es wurde dabei festgestellt. 
daB die Sulfonierung um so leichter erfolgt, je schonender das Lignin 
hergestellt wurde. Ferner wurde gefunden, daB bei der Sulfonierung 
zunachst eine feste Lignosulfonsiure gebildet wird, die dann allmahlich 
in Lésung geht, wobei die Aziditat der Fliissigkeit eine bedeutende Rolle 
spielt. Das isolierte Lignin wird demnach in derselben Weise wie das 
Lignin in dem Holze sulfoniert und in Lésung gebracht, wenn es mit 
Bisulfitlésungen erhitzt wird. 


Im weiteren Verlauf dieser Untersuchungen haben wir die Frage 
bearbeitet, wie die Sulfonierung vor sich geht. Dariiber herrscht noch 
in vieler Beziehung vollstandige Unklarheit. Man weif, daB der Schwefel 
der Lignosulfonsiure sehr fest gebunden ist. Daraus ist also zu schlieBen, 
daB es sich hier nicht um eine Oxysulfonsaiure, die bekanntlich schweflige 
Saure leicht abgibt, handeln kann. Klason? hat als erster angenommen, 
daB bei der Sulfonsiurebildung schweflige Saure an eine Athylenbindung 
des Lignins addiert wird. Dadurch ware es verstandlich, weshalb die 
Sulfonsiuregruppe so fest gebunden ist. Die Untersuchungen det 
letzten Jahre haben aber ergeben, daB eine Kohlenstoffdoppelbindung 


1 Hadgglund u. Johnson, diese Zeitschr. 202, 439, 1928. 
2 Teknisk Tidskrift 28, 49, 1893; vgl. auch Ber. 58, 706, 1920. 





465 KE. Hagglund u. (. FE. Carlsson: 


im Lignin, wenigstens Fichtenholzlignin, nicht vorhanden ist!. In den 
Ligninformeln von Freudenberg kommen demnach keine Doppel- 
bindungen vor?: 


H ow 
{ 0 CHly., CHOH . CH, | O— CHy. CHOH. CHy 0 -C.C c). 
H 
lu. © tf) OCH, 10 j 


Solche kénnen aber nach Freudenberg durch Wasserverlust in den 
Seitenketten entstehen und Sulfit binden, wodurch die Feststellung, 
daB Sulfit fest aufgenommen werden kann, erklart wird. 


Da alle Seitenketten und zum gréBten Teil auch die ganzen Glieder 
gleich sind, so wire, wenn auf Grund dieser Annahme eine Sulfonsaure 
entsteht, zu erwarten, daB ein Schwefel auf jeden C,-Rest des Lignin- 
molekiils aufgenommen wird. Eine solche Sulfonsiure wiirde gegebenen- 
falls nicht methylierbar sein. Nun wird aber in der Tat héchstens 
ein Schwefel auf einen C.)-Rest fest gebunden und, wie wir im folgenden 
zeigen werden, nimmt Lignosulfonsiure bedeutende Mengen von Methy] 
auf. Diese Befunde lassen sich mit der oben erwaihnten Ligninforme] 
nicht in Einklang bringen. Freudenberg hat aber friiher andere Lignin- 
formeln fiir das Fichtenholzlignin in Erwagung gezogen, darunter 
auch solche, die in der Seitenkette zwei benachbarte Carbinole enthalten. 
Bei dem Wasserverlust bleibt hier ein methylierbares Hydroxy] erhalten. 


| 
HC.OH HC.SO, 
| —H,0+H,SO,—~> | ‘ 
HC.OH HC.OH 


Wie wir im nachstehenden zeigen werden, ist auch diese Annahme 
mit den Tatsachen nicht vereinbar, da bei der Sulfonierung nicht ein 
Verlust, sondern eine Neubildung einer Hydroxylgruppe auftritt. 
Die bis jetzt ausgefiihrten Bestimmungen des Gehaltes der Ligno- 
sulfonsiure an methylierbaren Hydroxylgruppen sind einander recht 
widersprechend. 

Heuser und Samuelsen erhielten bei der Methylierung von Lignosulfon- 
siiure ein Praéiparat mit maximal 25,43°,, Methoxyl. Klason‘ hat ein mit 
Chlorcaleium gefalltes Praéparat von lignosulfonsauren Calcium methyliert, 
wobei der Methoxylgehalt von 12,87°% auf 19,7°, stieg. Spater ist es 
demselben Forscher gelungen, bei der Methylierung von «-Lignosulfon- 


! Freudenberg, Sitzungsber. Heidelberger Akad. d. Wiss. 1928, Nr. 19; 
Freudenberg, Betz u. Niemann, B. 62, 1554, 1929; Rassow u. Zickmann, 
J. f. prakt. Chem. 128, 189, 1929. 

2 Freudenberg, Cellulosechemie 12, 263, 1931. 

3 Cellulosechemie 3, 78, 1922. 

‘ Ber. 53, 1864, 1920. 








sau 
ein 


Metl 
Meth 


wir | 
lignit 
mit | 
eines 


Prap 


der « 
4.84 ' 


~ 


om © ww 








en 
ig, 


ler 
re 
in- 
n- 


len 
iyl 
ne] 
in- 
ter 
en. 
en, 


me 
ein 


no- 
cht 


‘on- 
mit 
ert, 
, es 
fron- 


19; 
mn, 





Sulfonierung des Fichtenholzlignins. II. 469 


sdure ein Produkt mit 23,6°, Methoxyl zu bekommen!. Fuchs erhielt 
einen Héchstgehalt an Methoxyl in der Lignosulfonséure von nur 15,9°,2. 


Es geht also aus diesen Zahlen hervor, daB die Resultate sehr 
schwankend sind. Um Klarheit zu schaffen, haben wir verschiedene 
Priparate von Lignin und Lignosulfonsiure methyliert, wobei wir 
dieselbe Methylierungsmethode wie in unseren friiheren Arbeiten 
benutzten’. Demnach wurden etwa 3 g der zu untersuchenden Substanz 
in 100 cem 45 °,iger Kalilauge suspendiert. Unter Kiihlung und Turbi- 
nierung wurde Dimethylsulfat tropfenweise in dem MaBe zugesetzt, 
wie es verbraucht wurde. Die Temperatur durfte dabei 25° nicht iiber- 
schreiten. Nach etwa 10 Stunden war die Reaktion beendet. Das 
Methoxyl wurde nach Zeisel-Stritar bestimmt. Bei der Methoxyl- 
bestimmung in den Lignosulfonsiurepriparaten wurde der gebildete 
Schwefelwasserstoff von einer 10°,igen Cadmiumsulfatlésung zuriick- 
gehalten. 


Wir stellten aus mit Aceton extrahiertem Fichtenholzmehl vier 
verschiedene Lignine dar, und zwar Salzsiurelignin, Eisessiglignin, 
Schwefelsadurelignin und Freudenberg-Lignin. Die drei ersten wurden 
mit folgendem Ergebnis methyliert. 





Salzsiure- Ejisessig- Schwefel- 
lignin lignin siurelignin 
Methoxylgehalt vor der Methylierung . . . . 14,48 14,10 15,63 
Methoxylgehalt und 1. Methylierung .. . . 27,42 _ 30,10 
‘ » - Sd ak 27,87 27,85 31,05 
” 3. 28,21 29,68 31,07 
7 ” 28,63 31,81 — 
5. 29.63 31,80 : 
o We 29,60 


Die Endzahlen stimmen recht gut mit den Werten iiberein, die 
wir friiher gefunden haben*. Bei der Methylierung eines Salzsiure- 
lignins mit 17,12°, CH,O-Gehalt erhielten wir ein Methylderivat 
mit 30°, Methoxylgehalt. Freudenberg® bekam bei der Methylierung 
eines nach seiner Methode isolierten Lignins mit 16°, Methoxyl ein 
Praparat, welches 32°, CH,O enthielt. 


Das Holz, welches zur Anwendung kam (Fichtenholz) hatte nach 
der erschépfenden Extraktion mit Aceton einen Methoxylgehalt von 
4,84°%, und der Ligningehalt betrug 28,6%. Setzen wir voraus, daB 


? Ber. 68, 795, 1930. 

2 .,Die Chemie des Lignins‘‘, 8. 85. 

3 Vgl. Urban, Cellulosechemie 7, 73, 1926. 

4 Hdgglund u. Urban, diese Zeitschr. 207, 1, 1929. 

5 Freudenberg, Zocher u. Dirr, Ber. 62, 1814, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 257. 31 
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alles Methoxyl in dem Lignin vorhanden ist, so wird der theoretische 
4,84. 100 
Methoxylgehalt desselben 16.9%. Unter der Annahme, 


IQ 


daB im Ligninmolekiil zwei OC H,-Gruppen vorhanden sind, errechnet 
100.2. 31 . a 

sich ein Molekulargewicht von TT" 367. Nehmen wir ferner 

an, daB in dem Molekiil zwei freie Hydroxyle vorhanden sind, so mub 

bei vollstandiger Methylierung das Molekulargewicht um zwei CH, = 28 

vergréBert worden sein (also — 395). Der theoretische Methoxylgehalt 


4.31. 100 
ist demnach 31,4°%. Der Mittelwert der Zahlen der 


395 
erwihnten Versuche ist 30,8° CH,O, was also mit dem berechneten 
recht gut tibereinstimmt. Das vom Lignin aufgenommene Methoxy] ist 
fest gebunden und 1aBt sich mit verdiinnter Salzsiure in der Warme 
praktisch nicht abspalten. 

2¢ Methyllignin mit 29,6°, CH,;O wurden mit 100 cem 5°, iger Salz- 
siure wahrend 18 Stunden bei 80 bis 90° behandelt. Der Gehalt an 
Methoxyl ging dabei auf 28,84°, zuriick. Glucosidisch gebundenes Methoxy! 
der methylierten Zuckerarten wird unter diesen Bedingungen bereits nach 
5 Stunden abgespalten. Wir ziehen aus diesem Versuch den Schluf, dab 
acetalartig gebundenes Methoxyl in dem methylierten Lignin nicht vor- 
handen ist. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Methvlierung von Lignosulfonsaure 
haben wir verschiedene Sulfonsiuren, sowohl wasserlésliche als auch 
wasserunlésliche Praparate, gewihlt. Uber die Darstellung der ver- 
schiedenen Sulfonsiuren und deren Methylierung wird im Versuchsteil 
niher berichtet. 

Die Ergebnisse der Methylierung sind in der nachstehenden Tabelle 
zusammengestellt. 





0/9 CH30 1,8 019 CH;0 7,8 
Prapara oe | ee | eae | eee 
lierung lierung lierung lierung 
Ausgesalzene und dialysierte Ligno- 
SS ee ee ree 11,1 5,65 30,3 
Lignosulfonsaure mit Salzsiure aus- 
gefiallt ge seed ay aah 12,48 5,05 30,0 3,75 
Lignosulfonsaure, aus Sulfitzellstoff 
OS Ss es oo 10,60 5,48 31,1 3,24 
Sulfoniertes Freudenherg- Lignin (fest) 11,4 4,97 32,0 3,62 
Teilweise sulfoniertes Salzsaurelignin 
WE ger aS leds as ete. We Se 11,4 3,07 32,0 2,25 


Es ist aus dieser Tabelle ersichtlich, daB der Schwefelgehalt der 
methylierten Lignosulfonsiuren wesentlich niedriger ist, als aus der 
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Steigerung des Molekulargewichts berechnet werden kann. Ein Teil 
der Sulfonsiuregruppen wird offenbar wahrend der Methylierung 
abgespalten. 

Der Methoxylgehalt der methylierten Lignosulfonsauren ist durch- 
schnittlich ebenso groB wie der Gehalt an Methoxyl der methylierten 
urspriinglichen Lignine. Dies léBt sich in folgender Weise erkliren. 
Zunichst sei bemerkt, daB das Lignin in der festen Phase héchstens 
ein Schwefel auf einen C,)-Rest des Lignins aufzunehmen vermag. 

Wir verdanken Herrn Dipl.-Ing. 7. Johnson folgende Versuchs- 
ergebnisse, welche dies beweisen. 

10 g mit Salzsaure isoliertes Lignin (kurze Zeit mit HCl behandelt), 
das 14,26°, CH,O enthielt, wurden mit 150 cem einer 15°,igen Natrium 
bisulfitldsung bei 135° zunachst wahrend 15 Stunden erhitzt. Ein Teil 
der Substanz wurde ausgewaschen, mit Alkohol und Ather entwiassert. 
getrocknet und analysiert. Mit dem anderen Teil des Lignins wurde die 
Sulfonierung mit 150cem 15°,iger Natriumbisulfitlésung fortgesetzt. 
Folgende Ergebnisse wurden erhalten. 





Schwefelgehalt in der un- 


<ochzeit bei 135‘ . 
Kochzeit bei 135 gelisten Substanz 


Asche als Nag Sy, 


Std. 0 Plo 

15 3,26 719 
31 5,47 11,78 
47 5,66 12.30 
63 5,88 12,81 
79 6,19 13,70 


Die Aufnahme von ein Schwefel auf einen ('y5-Rest des Lignins (ent 
sprechend einem Molekulargewicht ven etwa 360) wiirde folgende Werte 


ergeben haben: S 6,9%, Na,SO, 5,3°,. (Die Cygo-Stufe ist jedenfalls 
iiberschritten: S 5.4%, Na,SO, 12,0°,.) Die Zahlen zeigen ferner, 


daB in der Lignosulfonsiure der festen Phase keine Carboxylgruppen vor 
handen sein kénnen. 

Die Lignosulfonsiuren der Sulfitablauge enthalten meistens viel 
weniger Schwefel, als die angefiihrten Zahlen zeigen, was auch Klason! 
mitgeteilt hat. Sie sind also nicht vollstaindig sulfoniert. 

Die in der obigen Tabelle angefiihrten restlos methylierten Ligno- 
sulfonsauren bestehen demnach aus einem Gemisch von vollstandig 
methyliertem Lignin und vollstandig methylierter und sulfonierter 
Lignosulfonsiure. Letztere wiirde, vorausgesetzt, da der Gehalt 
der Ligningrundsubstanz an methylierbaren Hydroxylen durch die 
Sulfonierung unveraindert bleibt, nur 25,2°%, Methoxyl enthalten. 
In der Tat enthalten aber die verschiedenen Praparate von methylierten 
Sulfonsaiure-Ligninmischungen 30 bis 32°, Methoxyl. 


1 Svensk Papperstidning 32, 628, 1929. 
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Dies 14Bt sich nur dadurch erkliren, daB bei der Sulfonierung 
fiir jede aufgenommene Sulfonsiuregruppe auf ein Ligninmolekiil 
von 360 ein Hydroxyl freigelegt wird. Eine solche Séure in Form 
des Natriumsalzes wiirde theoretisch 30,7 °,, CH,O enthalten, und eine 
Lignin-Lignosulfonsauremischung mit beispielsweise 3,5°%, S miiBte 
nach der Berechnung 31,2°, CH,0O enthalten. Im Falle, daB keine 
neue methylierbare Hydroxylgruppe gebildet wird, hatte man einen 
Methoxylgehalt von héchstens 28,2°% CH,O zu erwarten. Der Mittel- 
wert des Methoxylgehaltes der untersuchten Lignosulfonsaure ist 31,1 %. 

Die Bildung eines methylierbaren Hydroxyls bei der Sulfonierung 
ist durchaus denkbar, und zwar sind zwei Méglichkeiten in erster Linie 
in Erwagung zu ziehen. Einmal ist an die Aufsprengung einer Sauerstoff- 
briicke zu denken: 

—CH----CH— +H880,Ne—»> —CH-~---CH— 


tl | 


i) OH SO,Na 
Kine zweite Méglichkeit ware ferner, daB im Ligninmolekiil eine 
Ketomethylengruppe in der Enolform mit Bisulfit folgendermaBen 
reagiert: 
—CO—CH,— — C(0OH) CH— —» —C(OH) = CH— + HSO,Na 
—> —CHOH—CHSO; Na— 


Es ist einstweilen nicht méglich, zwischen diesen beiden Alter- 
nativen eine Entscheidung zu treffen. Wir ziehen bis auf weiteres die 
erste Formulierung vor, da diese mit anderen Beobachtungen besser 
im EKinklang zu bringen ist. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Herstellung verschiedener Ligninprdparate. 
A. Salzsaéurelignin. 


100 g acetonextrahiertes Fichtenholzmehl wurden in einer Flasche 
mit 1 Liter Salzséure, die bei — 7° mit HCl-Gas gesattigt worden war, 
versetzt und umgeschiittelt. Diese Mischung lieBen wir 2 Stunden bei 
+ 8° in der dicht verschlossenen Flasche stehen. Nachher wurde die 
Mischung auf eine Nutsche mit Filtertuch aus Wolle gebracht und ab- 
genutscht. Das Lignin wurde zunachst mit 37° iger, spiter mit immer 
verdiinnterer Salzsiure und schlieBlich mit Wasser gewaschen. Das Lignin 
wurde darauf mit Wasser ausgekocht und schlieBlich mit Aceton und Ather 
behandelt. Nunmehr wurde das Lignin wahrend 5 Tagen mit siedender, 
5%iger Schwefelséure behandelt, um es vollstandig von Kohlenhydraten, 
insbesondere Pentosanen, zu befreien. Methoxylgehalt: 14,48°). 


B. Essigsaéurelignin. 


150 g acetonextrahiertes Fichtenholzmehl wurden mit 1,2 Liter Eis- 
essig mit 30 g H,SO, im Liter versetzt und unter Riihrung 1 Stunde auf 








der 
ger 
Nie 
gel 
aus 
geh 


nied 
daB 

Aus! 
Met] 
Dies 


isoli 


extri 
4 St 
wure 
12 Si 
Subs 
Zent 
mit § 
Diese 
gehal 
Meth 
deutl 
mit J 
unter 
daB d 


werde 


Versu 
Probe 
Phosp 





Lie 


ne 
en 


er- 
lie 
ser 


she 
rar, 


die 
ab- 
ner 
nin 
her 
ler, 
en, 


Lis- 


auf 








Sulfonierung des Fichtenholzlignins. IT. 473 


dem Wasserbad bei 60° erhitzt. Danach wurde abfiltriert und mit Eisessig 
gewaschen. Durch Wasserzusatz zu der Lésung fiel das Lignin als brauner 
Niederschlag aus. Es wurde abfiltriert und in verdiinnter Natronlauge 
gelést. Die Lésung wurde darauf mit verdiinnter Salzsiure versetzt, das 
ausgeschiedene Lignin abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Methoxyl- 
gehalt: 14,10°,. Das Lignin war frei von Kohlenhydraten. 


C. Schwefelsaurelignin. 

Wir benutzten die Methode von Sherrard und Harris!. 8g aceton- 
extrahiertes Fichtenholzmehl wurden in einer Flasche mit 80 cem 70 °(iger 
Schwefelsiure von + 10°C Temperatur versetzt. Die Mischung wurde 
2 bis 3 Minuten geschiittelt und blieb darauf wahrend 16 Stunden in einem 
Wasserbad von + 10° stehen. Nachher wurde der Inhalt der Flasche in 
Wasser gegossen, dessen Volumen etwa 3 Liter betrug. Die verdiinnte 
Lésung wurde wahrend 4 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach Ab- 
kiihlung setzte sich das Lignin ab, wurde dann durch einen Alundum- 
tiege! abfiltriert und mit 1 Liter heiBem Wasser gewaschen. Die Ausbeute 
betrug 29,9°,. Methoxylgehalt: 14,17°). 

Da die Ausbeute recht hoch erschien und der Methoxylgehalt auBerdem 
niedrig war, wurde die Behandlung wiederholt, mit dem Unterschied, 
daB die Behandlung mit Schwefelsiure jetzt 10 Stunden dauerte. Die 
Ausbeute auf Holz berechnet ging dabei auf 26,8°, zuriick, wahrend der 
Methoxylgehalt auf 15,63°, stieg. Das Lignin war vollstandig schwefelfrei. 
Dies ist bemerkenswert, weil Ligninpraiparate, die friiher mit Schwefelsaure 
isoliert worden sind, immer schwefelhaltig waren. 


D. Freudenberg-Lignin. 


100 g Fichtenholzmehl wurden zweimal mit Aceton extrahiert. Das 
extrahierte Holz wurde mit 1°,ig. Schwefelsiure unter RiickfluB wahrend 
4 Stunden gekocht, ausgewaschen und an der Luft getrocknet. Das Mehl 
wurde darauf mit 1,5 Liter Schweizerlésung im Schiittelapparat wahrend 
12 Stunden behandelt. Die Lésung wurde abzentrifugiert und die feste 
Substanz mit Schweizerlésung und konzentriertem Ammoniak in den 
Zentrifugenréhren gewaschen. Nach erfolgter Waschung mit Wasser wurde 
mit Salzsiure angeséiuert, abgesaugt und mit Wasser griindlich gewaschen. 
Diese Behandlung wurde zunichst dreimal wiederholt. Der Methoxy]- 
gehalt war dann 12,2°%. Nach vier Behandlungen war der Gehalt an 
Methoxy] auf 15°, gestiegen und nach fiinf auf 16,4°,. Dieses Lignin zeigte 
deutliche Ligninreaktionen. Es gab mit Phloroglucin eine tief rote und 
mit Phenol eine griinblaue Farbung. Das Lignin lieB sich auch, wie wir 
unten zeigen werden, mit Bisulfitlésungen sulfonieren. Die Behauptung. 
daB das Freudenberg-Lignin keine Ligninreaktionen zeigt und nicht sulfoniert 
werden kann, ist demnach nicht richtig ?. 


2. Methylierung der Lignine A, B und C. 

Die Methylierung erfolgte, wie oben beschrieben worden ist. Fiir jeden 
Versuch wurden 3g Lignin angewandt. Die zur Analyse entnommenen 
Proben wurden mit Wasser griindlich gewaschen und in der Pistole iiber 
Phosphorpentoxyd bei 78° und 20mm Vakuum getrocknet. 


? Ind. Eng. Chem. 24, 103, 1932. 
2 Kiason, Ber. 68, 793, 1930. 
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Die methylierten Salzsiure- und Schwefelséiurelignine waren von 
gleichem Aussehen und beide etwas heller als die Ausgangssubstanzen. 
Sie waren in Wasser, Alkohol, Aceton und Ather unléslich. Das methylierte 
Kisessiglignin war von hellgelber Farbe und erwies sich in Aceton, aber 
nicht in Wasser, Alkohol und Ather léslich. 


3. Behandlung des meth ylierten Salzsdureliqnins mit verdiinnter Salzsdure in 
der Wadrme. 


2g eines methylierten Salzséurelignins, das 29,6°, Methoxyl enthielt, 
wurden wahrend 18 Stunden bei 80 bis 90° mit 5°, iger Salzsiure behandelt. 
Dabei ging der Methoxylgehalt auf 28,84°, zuriick. 

Methylierte Kohlenhydrate mit aktivem Carbonyl verlieren nach 
Haworth’ bereits nach 5 Stunden alles glucosidisch gebundene Methoxyl. 


4. Sulfonierung der Lignine mit Bisulfitldsungen. 


Salzsdurelignin. 3g Lignin wurden mit 200 ccm ,,Kochséure“, von 
der Zusammensetzung 1,05g CaO, 5,12 g SO, in 100cem wahrend 8 Stunden 
bei 130° erhitzt. Die Dauer des Anheizens auf diese Temperatur betrug 
4 Stunden. Ungelést blieben 40°, des Ligningewichts. Die Analyse der 
ungelésten Substanz ergab: 3,07°, S, 11,4°, OCH; und 3,36°, Asche. 

Schwefelsdurelignin. 3g Lignin wurden wahrend 40 Stunden mit 
200 cem einer Kochsaéure, die 1,1 g CaO und 5,6 g SO, in 100 ccm enthielt, 
bei 130°C erhitzt. Es zeigte sich, daB das Lignin in dieser Zeit nicht in 
Lésung zu bringen war. Eine Sulfonierung in der festen Phase trat in 
merklichem Grade nicht ein. Die lange Druckerhitzung hatte zur Folge, 
daB das Sulfit sich zum groBen Teile in Schwefel, Polythionsauren, 
Thiosulfat und Schwefelséure zersetzt hatte. Wir haben in unserer voran- 
gegangenen Arbeit nachgewiesen, daB auch Salzsiurelignin bei geniigend 
langer Einwirkung der Salzséure in Bisulfitlésungen schlieBlich unléslich 
wird. Dasselbe ist offenbar bei Schwefelséurelignin nach entsprechender 
Einwirkung der Schwefelséure der Fall. 

Freudenberg-Lignin. Zu jedem Versuch wurden 3 g Lignin und 200 cem 
einer Kochséure von der Zusammensetzung 1,1 g CaO und 5,6g SO, in 
100 cem angewandt. Das Ergebnis geht aus folgender Tabelle hervor. 





Ungeliste Substanz des 


angewandten Lignins SOg, direkt titrierbar S02, lose gebunden 


Kochzeit bei 135° 


Std. Ol g pro 100 ccm g pro 100 ccm 
13 46 5,08 0,18 
14 39 4,89 0,21 
15 35 4,75 0,25 


Die Lignosulfonsaure der Lésung wurde mit Naphthylamin in bekannter 
Weise gefallt. Die Naphthylaminfallung enthielt 10,2°, Methoxyl und 
5,80°, Schwefel. Es geht aus diesen Zahlen hervor, da in vorliegendem 
Falle die Lignosulfonsiure der Lésung vollstaéndig sulfoniert vorliegt, 
d.h. auf ein Molekulargewicht des Lignins von etwa 360 ein Schwefel 
enthalt. 


1 Soc. 119, 199, 1921. 
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Die ungeléste Substanz wurde ausgewaschen und bei Zimmertemperat uw 
im Vakuum getrocknet. Die Analyse ergab: 11,4°, OCH,, 4.97°, S und 
7.41°, Asche. 


5. Herstellung von Lignosulfonsdureprdparaten aus Sulfitablauge. 
A. Durch Aussalzen und Dialyse. 


Technische Sulfitablauge wurde mit Kochsalz ausgesalzen. Der Nieder- 
schlag wurde in Wasser gelést und erneut mit Kochsalz gefallt. Daraut 
wurde die Lignosulfonsaure gelést und in friiher beschriebener Weise gegen 
flieBendes Wasser dialysiert, bis die Cl-Reaktion verschwunden war. Die 
Lésung wurde eingedampft und im Vakuum von 15 mm bei 78° getrocknet. 
Die Analyse ergab: 11,1°, CH,O, 5,65°, S und 2,61°, Asche. 


B. Durch Fallung mit Salzsaure. 


Zu einer Lésung von ausgesalzener und dialysierter Lignosulfonsaure 
wurde soviel 37°,ige Salzsiure zugesetzt, daB die HCl-Konzentration 
20 bis 25°, betrug. Dabei entstand eine braune voluminése Fallung, die 
abfiltriert und so lange mit Wasser gewaschen wurde, bis die Cl-Reaktion 
aufhérte. Die Fallung wurde nacheinander in Aceton und Ather  aut- 
geschliammt und abzentrifugiert. Das hellgraue Pulver gab u.a. mit 
Phloroglucin eine starke Rotfarbung. Folgende Zahlen wurden bei der 
Analyse erhalten: 12,48°, OCHs, 5,05°, S und 6,05°, Asche. 


C. Auslésung aus stark ligninhaltigem Sulfitzellstoff nach 
Kullgren!. 

Aus einem Natriumbisulfitzellstoff, den wir in etwa 65°, Ausbeute 
vom Holz herstellten, wurden die Na-ionen mit 0,2n Salzséiure aus- 
gewaschen und darauf die Salzsiure mit destilliertem Wasser vollstandig 
entfernt. Der Stoff wurde nachher mit destilliertem Wasser wiihrend 
24 Stunden bei 80° behandelt. Die in Lésung gegangene Lignosulfonsaure 
wurde vom Stoff getrennt. mit KOH neutralisiert und eingedampft. Die 
eingedampfte Lésung wurde direkt methyliert. 


6. Methylierung der Lignosulfonsduren. 
A. Methylierung des teilweise sulfonierten Salzsaurelignins. 


Die Methylierung erfolgte, wie bereits oben beschrieben wurde. Det 
Methoxylgehalt stieg bei der Methylierung in folgender Weise an: 





' Methoxylgehalt , ; Methoxylgehalt 
Nr. der Methylierung . —— os Nr. der Methylierung — my = 


2 20,7 5 31,1 
4 29,3 6 é 


Der Aschengehalt betrug nach der Methylierung 3,08°,. Der Methoxy!l- 
gehalt war auf aschefreie Substanz berechnet: 32,0°,. 


1 Svensk Kemisk Tidskrift 44, 15, 1932. 
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B. Methylierung des festen sulfonierten Freudenberg-Lignins. 


Bei der Methylierung ging ein kleiner Teil der Substanz in Lésung. 
Der Methoxylgehalt stieg in folgender Weise. 





Nr. der Methylierung aetna Nr. der Methylierung a 
lo 0 
0 11,4 5 | 29,6 
3 24,0 6 29,7 
4 26,5 | 


Nach der letzten Methylierung hatte die Substanz einen Aschengehalt 
von 7,16°). Der Methoxylgehalt betrug auf aschefreie Substanz berechnet : 
32,0%. 


C. Methylierung von Lignosulfonsaure aus Sulfitablauge, durch 
Aussalzen und Dialyse gewonnen. 

Das methylierte Praparat erwies sich als leicht léslich, weshalb die bei 
der Methylierung gebildeten Salze nachher durch Dialyse der Lésung 
entfernt werden muBten. Nach drei Methylierungen und drei Dialysen 
wurde eine Probe entnommen, im Vakuum eingedampft und in der Pistole 
getrocknet. Analyse: 24,2°, OCH,, 16,5°, Asche, CH,O auf aschefreie 
Substanz gerechnet: 29,0°,. 

Nach weiteren drei Methylierungen und Dialysen wurde analysiert : 
25,7°,, OCHg,, 15,1°% Asche. CH,O auf aschefreie Substanz: 30,3°,. 

Da es sich zeigte, daB nicht unbeachtliche Teile der Substanz bei der 
Dialyse verloren gingen, war es nicht méglich, die Dialyse so weit zu treiben, 
daB ein von anorganischen Salzen freies Priparat entstand. 


D. Methylierung von aus Sulfitablauge mit Salzsadure aus- 
gefallter Lignosulfonsaure. 
Das Methylierungsprodukt war in Wasser relativ schwer léslich und 
von hellgelber Farbe. Folgende Analysen wurden ausgefiihrt. 





Methoxy! auf aschefreie 


Nr. der Methoxylgehalt | Aschegehalt Substans berechnet 
Methylierung 0 0 0 
0 | 0 0 
5 27,56 6,2 29,4 
6 27,63 7,3 29,8 
7 | 28,05 6,7 30,0 


E. Methylierung der Lignosulfonsaure, aus Sulfitzellstoff 
isoliert. 


Bei der Methylierung entsteht eine Fallung, die nach jeder Methylierung 
in Wasser mehr und mehr schwer léslich wird. Zwischen jeder Methylierung 
wurden die gebildeten Salze folgendermaBen entfernt. Nach der Methylierung 
wurde abfiltriert und der Niederschlag etwas gewaschen. Das Filtrat wurde 
mit einer Kaltemischung abgekiihlt, das ausgeschiedene Kaliumsulfat 
abfiltriert und das Filtrat auf etwa 100 ccm eingeengt, nochmals abgekiihlt 
und das ausgeschiedene Salz abfiltriert. Darauf wurden unter Abkiihlung 
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45¢ KOH zugesetzt, die vorher abfiltrierte Fallung zugesetzt und die 
nachste Methylierung begonnen. Folgende Analysenresultate wurden 
erhalten. 





: 4 Methoxyl auf aschefreie 
Nr. der Methoxylgehalt Aschegehalt . ie owe 
Methylierung ; ; mene berechnet 
“10 0 "0 
3 26,9 7,0 28,9 
+ 28,1* 5,3 29,7 
5 30,2 2,9 81,1 
6 30,13 8,04 31,1 


* Aus dem lislichen Teil wurde die methylierte Lignosulfonsiure mit «-Naphthylamin- 
chlorhydrat ausgefillt. Sie fiel quantitativ aus. Nach der Trocknung im Vacuum erhielten 


wir ein Naphthylaminsalz von folgender Zusammensetzung: OCH, = 24,61, 24,40°/,:; Mittel 
= 24,50 9/9. S = 2,97 . Dies entspricht auf naphthylaminfreie Substanz berechnet 28,3 9), 
CH; 0. 


Zusammenfassung. 

Bei der erschépfenden Methylierung von fester und_ léslicher 
Lignosulfonsaure werden methylierte Lignosulfonsiuren gebildet, die 
innerhalb der Versuchsfehler prozentual ebensoviel Methoxyl wie 
das methylierte Originallignin selbst enthalten. Dies kann nur so 
erkliart werden, daB bei der Sulfonierung des Lignins mit Bisulfit- 
lésungen auf jedes Ligninmolekiil mit 2CH,O-Resten und 2 OH- 
Gruppen, entsprechend einem Molekulargewicht von etwa 360, ein 
weiteres methylierbares Hydroxyl gebildet wird. 

Die Sulfonierung des Lignins kann demnach nicht durch Addition 
von Bisulfit bzw. schwefliger Siure an eine vorhandene oder durch 
vorangegangene Wasserabspaltung zwischen zwei benachbarten Carbi- 
nolen bzw. einer Gruppe --CHOH--CH,-— in dem Ligninmolekiil 
sekundir entstandene Doppelbindung zustande gekommen sein. 
Vielmehr erscheint die Annahme berechtigt, daB die schweflige 
Saiure eine Sauerstoffbriicke --C--——C— aufsprengt. Eine andere 


= 
Méglichkeit wire, daB im Lignin eine Ketomethylengruppe in Enolform 
mit der schwefligen Saiure reagierte. Diese Annahme ist aber weniger 
wahrscheinlich. 








Ein einfacher elektrolytischer Wasserstoff-Sauerstoffentwickler. 


Von 


D. von Klobusitzky. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung des Butantan-Instituts in 
Sao Paulo, Brasilien.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die beiliegende Abbildung stellt einen einfachen, in jedem Labora- 
torium leicht herstellbaren Apparat dar, der erlaubt, auf elektrolytischem 
Wege einen dauernden Wasserstoff- oder Sauerstoffstrom zu gewinnen, 
ohne den Vorgang tiberwachen zu miissen. 

Als Flissigkeitsbehalter dient eine ungefahr 10 bis 12 Liter fassende 
Glaswanne, die mit einem Holzdeckel, der mit einer breiteren und zwei 

engeren Bohrungen versehen ist, zugedeckt 
wird. In die breite Bohrung wird eine breit- 
halsige Flasche (z. B. eine Milchflasche) mit 
einem Inhalt von ungefahr 1 Liter, deren 
Boden abgesprengt wurde, befestigt. Die 
* kleinen Bohrungen dienen zur Aufnahme 
der AuBenelektrode bzw. eines Glasrohres 
(welches das MHerausstrémen des _ iiber- 
schiissigen Gases gestattet). Das zu ver- 
wendende Gas wird an der inneren, in der 
Flasche befestigten Elektrode erzeugt, die 
deshalb eine geniigend groBe Oberfliche be- 
sitzen und méglichst tief, fast bis zum Ende 
der Flasche reichen mu. Bei unserem 
Apparat wurde die VergréBerung der Ober- 
fliche dadurch erreicht, daB die Elektrode 
Nal 20% : a . 
OR cer re aus drei miteinander harpunenartig  ver- 
Abb. 1. bundenen Platten besteht. Jede Platte hat 
eine GréBe von 2 x 3em. Alle Befestigungen 
am Apparat werden mit Hilfe eines Gemisches aus Wachs und Kolo- 
phonium luftdicht hergestellt. Die Zusammenstellung und die Funktion 
des Apparates sind aus der Abbildung ohne weiteres zu sehen. 




















el 
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Als Elektrolyt verwenden wir eine aus gewéhnlichem Handels- 
praparat hergestellte 20°,ige NaOQH-Lésung, die da nur der dritte 
Teil des Wassers aufgebraucht wird und das NaOH sich vollkommen 
regeneriert -— in groBen Zeitabschnitten mit wenig Wasser aufgefrischt 
werden muB. Die Elektroden wurden aus chemisch reinem Nickel 
hergestellt und miissen selbstverstindlich je nach der Inanspruch- 
nahme -— von Zeit zu Zeit ausgetauscht werden. Bei unserem Apparat, 
der iiber 1'/, Jahre taglich mindestens 1 Stunde benutzt wird, sind 
diese noch in tadellosem Zustande. Als Erzeugungsstrom verwenden 
wir einen Beleuchtungsgleichstrom, dessen Starke mit Glihlampen- 
widerstanden entsprechend herabgesetzt wird. Da der Apparat sich 
von alljein ausschaltet, kann derselbe ohne Aufsicht unter dauernder 
Spannung gehalten werden. 

Es ist zweckmaBig, den Wasserstoff mit angesiuertem K MnQ,, 
den Sauerstoff mit 25°,iger KOH-Lésung zu waschen. 





Uber Besonderheiten der elektrischen Ladung der Hefezellen. 


Von 
E. A. Moldawskaja. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des Staatlichen Medizinischen 
Instituts in Odessa.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1932.) 


Durch die Arbeiten vieler Forscher (Lillie, Héber, Bechhold u. a.) 
wurde festgestellt, daB die Mehrzahl der bisher studierten Zellen und ein- 
zelligen Organismen negativ geladen sind und sich im elektrischen Felde 
zur Anode hin bewegen. Ferner wurde festgestellt, daB die in der Norm 
negative Ladung dieser Zellen durch die Wirkung von H-Ionen oder anderen, 
hauptsachlich polyvalenten Kationen nicht nur neutralisiert, sondern auch 
in positive Ladung verwandelt werden kann (Héber, Buxton, Teague). 
Jedoch gelingt nicht bei allen Zellen die Umladung mit der gleichen Leichtig- 
keit. So konnte Winslow im Jahre 1926 zeigen, daB die Hefezellen zu 
solchen wenig umladungsfahigen Objekten gehéren. Jedenfalls ist aus den 
angefiihrten Protokollen dieses Autors zu ersehen, da HCl die negative 
Ladung bei einer Konzentration von m/100 herabsetzte, wahrend sogar 
die Konzentration von m/10 keine Umladung bewirkte. AICI, hob die 
negative Ladung der Hefezellen auf bei der Konzentration von m/1000, 
wahrend positive Ladung auch bei molarer Konzentration den gleichen 
Zellen nicht erteilt werden konnte. 


Ich befaBte mich mit Fragen der elektrischen Ladung der Hefe- 
zellen im Verfolg ganz anderer Zwecke und stieB zufalligerweise auf die 
Tatsache der schwierigen Umladung derselben. Ich arbeitete mit einer 
Suspension von Hefezellen in einer 10%igen Glucoselésung, wobei die 
Zellen vorerst sorgfaltig gewaschen und zentrifugiert wurden (zweimal). 
Zur Mikroskopierung diente eine Mikrokamera fiir Kataphorese. Zwecks 
Zufuhr eines konstanten Stromes zur Kammer wurde folgendes System 
benutzt: 10% CuSO, mit 10% KCl + 3% Agar gefiillte Glasréhrchen, 
10% KCl Agar + KCl enthaltende Glasréhrchen. Die Endstiicke 
der letzteren wurden in die in der Kammer befindliche und beiderseits 
des Deckglases heraustretende Fliissigkeit getaucht. In meinen Ver- 
suchen, wie auch in den Versuchen Winslews, bewirkte weder Essig- 
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siure noch Salzsiure sogar in molarer Konzentration eine Umladung 


der Hefezellen. Allein durch 
Konzentration, gelang es, eine 
folgenden Tabelle ersichtlich. 


AICl;, allerdings in sehr bedeutender 
Umladung herbeizufiihren, wie aus der 





AICl;, Prozentsatz 
der Konzentration 


0 

0,01 
0,02 
0,03 


Friiher beschrieben Bethe, 
Substanzen, wie z. B. Kollodium, 


Bewegung 
der Hefezellen 


zur Anode hin 
» Anode , 
» Kathode 
» Kathode 


Toropoff, Barroff u.a. eine Reihe von 
Agar, Cellulose, bei denen eine elektrische 





Umladung tiberhaupt nicht oder nur bei sehr hohen Konzentrationen 
der Elektrolyten gelingt. Ferner wurde durch die Arbeiten ganz besonders 
Loebs festgestellt, daB derartige sehr wenig umladungsfihige Objekte mit 
Leichtigkeit ihr Ladungszeichen andern nach Zusatz von Stoffen, die von 
Natur aus leicht umgeladen werden kénnen, wie Albumin, Lecithin, Gelatine. 
Die letzteren bilden auf der Oberflaiche der in Rede stehenden Objekte eine 
Art neue Membrane, deren Ladung bei darauffolgender Zufiihrung von 
Elektrolyten sich leicht andern laBt. 

Es fiel mir auf, daB Zusatz einer geringen Menge von 
hamolysiertem Blut zu einer Hefezellensuspension die Umladung der Hefe- 
zellen bedeutend erleichtert. In diesem Falle bewirken Umkehrung des 
Ladungszeichens der Hefezellen auch H-Ionen, die, wie bereits erwahnt, 
dies sonst nicht tun. Diese Beobachtung legte mir den Gedanken nahe, 
zur Umladung der Hefezellen einen leicht umladungsfihigen Stoff 
als ,,Sensibilisator’’ zu benutzen. Ich wahlte dazu die Gelatine. 


Die in Gelatine suspendierten Hefezellen wurden abzentrifugiert, 
sodann zweimal in 10°%iger Glucoselésung gewaschen. Auf diese 
Weise vorbehandelte und in der Glucoselésung suspendierte Hefezellen 
wurden in die Kammer gebracht und ihre Bewegung im Mikroskop 
verfolgt. Ich verglich vornehmlich die Wirkung der H- und der Al-Ionen 
auf gewohnliche und auf mit Gelatine vorbehandelte Hefezellen. 


Die Wirkung der H-lIonen zeigt folgende Tabelle. 





Bewegung im elektrischen Felde 


, 
afes . Mit Celatine 
eee vorbehandelte Hefezellen 
0 zur Anode hin zur Arode hin 
0,001 n . - ef , Anode , 
0,905 n i . . Kathode , 
0,01 n ‘ » Kathode , 


61 » ee , Kathode , 
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Die Ergebnisse des Versuchs mit AICI, zeigt folgende Tabelle. 





Bewegung im elektrischen Felde 
Prozentsatz 
des AlCl M telati 
Hefezellen Mit Gelatine 
vorbehandelte Hefezellen 


0 zur Anode hin zur Anode hin 
0,901 . as = . Anode 

0,005 eS = om . Kathode , 
0,01 , je os » Kathode , 
0,02 . Kathode , . Kathode , 


Diese Versuchsergebnisse stellen einen hochgradigen EinfluB der 
Gelatine auf die Ladung der Hefezellen dar. Die Gelatine erméglicht 
die Umladung der Hefezellen mit Hilfe der H-Ionen, wie es bei den 
gewohnlichen Hefezellen nicht zu erzielen ist. Was die Al-Ionen an- 
belangt, so ist die zur Umladung der vorbehandelten Hefezellen be- 
nétigte Konzentration des AlCl, viermal geringer als die fiir gew6hnliche 
Hefezellen benétigte. Zweifelsohne haben wir es bei der Umladung der 
vorbehandelten Hefezellen mit Umkehrung des Ladungszeichens der 
Gelatine selbst zu tun, man darf aber nicht annehmen, daB die Ladung 
der Hefezellen dabei gar keinen EinfluB ausiibt. Zugunsten eines solchen 
Einflusses spricht die Tatsache, daB der isoelektrische Punkt der mit 
Gelatine behandelten Hefezellen im Vergleich zum_ isoelektrischen 
Punkt der Gelatine selbst nach der sauren Seite hin verschoben ist. 


Der isoelektrische Punkt der Gelatine erwies sich nach meiner 
Bestimmung gleich py 4,73, waihrend der isoelektrische Punkt der mit 
derselben Gelatine behandelten Hefezellen unterhalb py 3 liegt. 
Diese Tatsache steht im Widerspruch zu Untersuchungsergebnissen 
anderer Autoren. So zeigten die Untersuchungen von Loeb, der mit 
Kollodiumteilchen arbeitete, und die Untersuchungen von Freundlich 
und Abramsohn, die mit Gelatine oder Eiwei8 bedeckte Quarz- und 
Zinkteilchen verwandten, daB der isoelektrische Punkt der mit Eiweib 
bedeckten Teilchen demjenigen des reinen EiweiBes gleich ist!. 


1 Zur Zeit, als die vorliegende Arbeit bereits beendigt war, teilte mir 
Prof. Rubinstein freundlich mit, daB auf der im September d. Js. in Moskau 
stattgefundenen Tagung der physiko-chemischen Konferenz eine Arbeit 
von Bowden vorgetragen wurde, die den Folgerungen nach der meinigen 
nahesteht. Bowden, der den isoelektrischen Punkt des Oxyhamoglobins 
und des Carboxyhémoglobins, die an Teilchen von Quarz, Koble, 
Kupfer und anderen Unterlagen adsorbiert wurden, studierte, hat 
nimlich gefunden, daB der isoelektrische Punkt desselben Eiweibes bei 
verschiedenen adsorbierenden Flichen bedeutend differierte, wobei er im 
Vergleich zu dem des reinen EiweiBes nach der sauren Seite verschoben 
war, gerade so, wie es in meinen Versuchen der Fall war. 
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Summarische Analyse der unbekannten Harnsubstanzen. 


Von 
K. Hagenguth. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin und dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in 
Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1932.) 


Die Zusammensetzung des normalen Harns ist noch nicht restlos 
bekannt. Der Quotient C/N liegt héher, als sich aus dem Verhiltnis 
von Kohlenstoff zu Stickstoff fiir das Gemisch simtlicher bisher identifi- 
zierter stickstoffhaltiger Verbindungen errechnen léBt. Es entstand 
nun die Frage, ob der in seiner Zusammensetzung noch ungeklarte 
Harnrest aus stickstoffhaltigen oder stickstoffreien Stoffen oder aus 
einem Gemisch beider besteht. Man findet in der Literatur gelegentliche 
Mitteilungen, denen man schon einiges zu dieser Frage entnehmen kann. 
Es wird z. B. auf den Gehalt des Harns an Oxyproteinséuren hingewiesen, 
bekannt ist ferner der Gehalt des normalen Harns an Phenolen, aromati- 
schen Sauren u. dgl. Als N-freie Substanzen kénnen derartige und ahn- 
liche Stoffe, wenn sie in entsprechender Menge vorhanden sind, natiirlich 
den Quotienten C/N in die Héhe treiben. 

Die groBe Bedeutung einer vollkommenen Kenntnis der Harn- 
zusammensetzung liegt auf der Hand. Die normale Physiologie ist 
daran schon interessiert; aber die pathologische Physiologie und die 
Klinik haben an der Klarung dieser Dinge ein fast noch gréBeres Interesse. 
Denn das Verhalten des jetzt noch unbekannten Harnrestes kann natiir- 
lich von ausschlaggebender Bedeutung sein fiir die Kenntnis des Ab- 
laufs, ja iiberhaupt der Existenz aller méglichen Stoffwechselanomalien. 

Das Problem wird nun schon eingeengt, wenn es gelingt, einen 
fast stickstoffreien Harn herzustellen und dessen C-Gehalt zu unter- 
suchen. Eine véllige Entfernung des Stickstoffs aus dem Harn ist 
bekanntlich bisher iiberhaupt noch nicht gelungen; mir gliickte sie 
auch nicht. Aber schlieBlich wurde doch eine Methode gefunden, die die 
Entfernung des N aus dem Harn fast vdéllig, d. h. bis auf etwa 4/, bis 1%, 
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der urspriinglichen N-Menge gestattet. Lustig und Speiser (1) hatten 
auf dem Wege fraktionierter Sublimatfallungen nur eine Reinigung bis 
zu 2 bis 4°% Reststickstoff erreicht. 

Der Weg, den ich auf Rat der Herren Bickel und Neuberg ein- 
schlug, um dieses Ziel zu erreichen, sei zunichst geschildert. © Am 
nachsten lag es, die Fallung der N-Substanzen mit Phosphorwolfram- 
siure vorzunehmen. Das habe ich auch zunichst versucht. Die vor- 
handene sehr zahlreiche Literatur tiber Fallungen mit Phosphorwolfram- 
siure ergibt leider durchaus kein klares und einheitliches Bild iiber 
das Erreichbare. Beim Nacharbeiten einiger Arbeitsvorschriften wurde 
folgendes festgestellt: 

Sehr wesentlich fiir die Wirkung der Fallung ist 

a) die Zusammensetzung des Phosphorwolframsiurepraparates, je 
nach der herstellenden Firma (Kahlbaum, Merck, Frénkel und 


~— 


Landau usw.), 


b) die angewandte Menge (einige Stickstoffsubstanzen sind im 


% = . Nie 
UberschuB zum Teil wieder léslich), 


c) die Konzentration und Art der Saure, die mit zur Fallung 

erforderlich ist (HCI, H,SQ,), 

d) die Temperatur und Dauer der Einwirkung. 

Ich entschlo8 mich dann zur Verwendung eines Praparates von 
Kahlbaum, das sich bei sorgfialtiger Priifung als vollig stickstoffrei 
erwies. Da jedoch damit nur etwa 27 bis 28°, des Gesamtstickstoffs 
ausfillbar waren, entstand die Frage, wie denn die Fallung von reiner 
Harnstofflésung mit der angewandten Phosphorwolframsaure verliuft. 
Beim Nacharbeiten der von Mérner und Sjéquist (2) gegebenen Vor- 
schrift zeigte sich, daB unter den fiir den Harn angewandten Bedingungen 
ein groBer Teil des Harnstoffs nicht gefaillt wird und auch die gefillte 
Menge nach dem jeweiligen Verhaltnis des Harnstoffs zu den anderen 
N-haltigen Verbindungen schwankt. Es lag also nahe, die Fallung 
fraktioniert vorzunehmen und zundachst einmal den Harnstoff, der 
ja auch in den zu ermittelnden Quotienten alles tiberschneidet, quanti- 
tativ zu entfernen und gleichzeitig seine jeweilige Menge zu bestimmen. 
Von den zahlreichen Methoden (Pfliger-Schéndorff, Mérner-Sjéquist- 
Folin, Fosse, Knopp-Hiifner, Benedict-Gephart) erwies sich zur Erreichung 
dieses Zieles nur das Verfahren von Fosse als brauchbar, dessen Fallungs- 
mittel das Xanthydrol ist. Es entsteht Dixanthylharnstoff, der in 
den gebriiuchlichen Lésungsmitteln schwer léslich ist. Da jedoch sowohl 
bei Fosse (3) als auch bei der Modifikation von Maestro (4) Kisessig 
als Kondensationsmittel angewandt wird, muBte die Methode fiir 
meinen Zweck noch abgeindert werden; denn es wire wegen der nach- 
folgenden Mikroanalysen unzweckmaBig gewesen, noch eine neue 
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C-haltige Substanz in die zu analysierende Lésung hineinzubringen, 
die sich, zumal wie der Eisessig, kaum wieder ganz aus dem Harn 
entfernen laBt. Die Suche nach einer entweder besser entfernbaren 
organischen oder woméglich anorganischen Sfure, die wegen ihrer 
}-Freiheit im Notfall gar nicht entfernt zu werden brauchte -— wenn 
auch ihre Entfernung im Hinblick auf die bessere Ausfiihrbarkeit der 
Halbmikro-C-Analyse wiinschenswert blieb —-, war nicht ganz leicht 
Schien doch nach den Angaben von Fosse (3) die Bestimmung durch 
alle méglichen Sauren, darunter auch durch Mineralsauren, gestért zu 
werden. Ich wandte nacheinander Phtalsaure, Orthophosphorsiure, 
schweflige Saure, FluBsiure, Schwefelsiure und Salzsiure an. Es gelang 
mir, mit Phtalsiure, Orthophosphorsiure und Salzséure die Fallung 
quantitativ zu gestalten, und ich kann somit die Angaben von Foss¢ 
iiber die Stérung der Analyse durch gewisse Siuren zum Teil nicht 
bestatigen. Da die Fillung in Gegenwart von Salzsiiure wegen ihrer 
leichten Entfernbarkeit die bequemste war, wurden die ganzen Analysen 
darauf aufgebaut. Nur mu8 man die Konzentration der Salzsiure in 
der Lésung sehr konstant halten und auch die Einwirkungsdauer 
gegeniiber der von Fosse gewihlten Zeit vergréBern. 

Da das Fillungsmittel in einem erheblichen Uberschu8 zugegeben 
wird (die von Fosse angewandte zehnfache Menge erwies sich jedoch 
dabei als nicht erforderlich), ist es nétig, den unverbrauchten Rest 
desselben wieder zu entfernen. Das geschieht zweckmaBig durch Aus- 
schiitteln mit reinstem Ather, der in schwach sodaalkalischer Lésung, 
wie durch einen Leerversuch festgestellt wurde, nichts von den anderen 
Harnsubstanzen list; diese Beobachtung deckt sich mit den Angaben 
von Voit (5). Durch die C-Analyse einer Harnstoffstandardlésung 
wurde wiederum kontrolliert, ob noch Xanthydrol nach dem Aus- 
athern zuriickbleibt, und wie oft das Ausschiitteln zu geschehen hat. 

Deér so behandelte Harn wird der Kohlenstoff-, Stickstoff- und 
Vacat-Sauerstoff-Bestimmung unterworfen. (Zur Kontrolle der Richtig- 
keit der beiden ersten Werte dient die theoretische Berechnung von 
C und N aus der Harnstoffmenge, der Vacat-O mu8 mit dem urspriing- 
lichen Wert innerhalb der Fehlergrenzen iibereinstimmen.) Darauf 
wird mit Phosphorwolframsiure gefillt. Das geschieht, um zugleich 
der Labilitat des Harns Rechnung zu tragen, in bedeutend kiirzerer 
Zeit als bei Scheibler (6), Gumlich (7), Pfaundler (8) und anderen durch 
zwei- bis dreistiindiges Schiitteln auf der Maschine. Nach dem Filtrieren, 
wobei ein gutes, mit Kieselgur impragniertes Filter (siehe 8. 488) un- 
bedingtes Erfordernis ist, wird in einem aliquoten Teil der Stickstoff 
bestimmt. Er ist danach auf etwa 1/, bis 1%, der urspriinglichen Menge 
gesunken. Ihn ganzlich zu entfernen, ist weder durch Variation dieser 
Methode noch durch Sublimatfillung (diese allein angewandt, hinter- 
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la8t mehr Reststickstoff), noch durch eine Kombination beider Methoden 
gelungen. 

In diesem fast stickstoffreien Harn habe ich nun den Kohlenstoff 
und Vacat-Sauerstoff bestimmt. Zur Anwendung gelangte dabei das 
Halbmikroverfahren von Osuka (9). Er verbesserte die alte Niclouwx sche 
Kohlenstoffbestimmung, deren Prinzip die nasse Oxydation des Harns 
und anderer biologischer Fliissigkeiten durch Kaliumbichromat, konz. 
Schwefelsiure und Silberbichromat (als Katalysator) ist. Es sei an 
dieser Stelle auf den Nachtrag zur vorgenannten Arbeit von H. R. 
Kanitz (10) verwiesen, nach dessen Mikromethode auch der Vacat- 
sauerstoff bestimmt wurde. Der Stickstoff wurde nach Ajeldahl in 
der Halbmikrofassung ermittelt. 

Die Ergebnisse sind in kurzem Abrif8 folgende: Der C-Gehalt ist 
bei menschlichem Harn auf 20 bis 28%, der N-Gehalt auf 1,2 bis 2%, 
der des Vacat-O auf 16%, der urspriinglichen Gesamtmenge gesunken. 
Beim Kaninchen schwankte die Restmenge etwas stirker: C = 13 
bis 26%, N = 0,6 bis 1,8°%, Vacat-O = 28%. Die Kohlenstoffquotienten 
steigen beim Menschen von 0,9 iiber 2,6 bis 2,9 auf 13 bis 15 an, die Oxy- 
dationsquotienten von 1,1 iiber 5,2 auf 15,1, und das Verhdltnis Vacat-O/C 
steigt von 1,2 auf 2,0 an und fallt dann wieder auf 1,0 ab. Die in der 
Mitte stehenden Zahlen geben die Werte nach der Harnstoffentfernung, 
die am Ende stehenden immer die Werte nach der Phosphorwolfram- 
siurefiillung an. Beim, Kaninchen liegen die Verhiiltnisse ahnlich, sind 
jedoch gréBeren Schwankungen unterworfen: C/N 0,9 bis 1,4 nach 
Entfernung des Harnstoffs 4 bis 12, nach der Phosphorwolframsdure- 
fallung 12 bis 28. Der Oxydationsquotient zeigt folgenden Gang: 1,8; 
21,3; 38,3; und Vacat-O'C steigt von 1,3 auf 1,7 und fallt auf 1,4. 

Was kann man nun aus den erhaltenen Resultaten schlieBen ? 
Ganz allgemein folgt, daB sehr sauerstoffreiche Verbindungen in dem 
Harnrest vorkommen miissen; denn es fehlen zur vélligen Oxydation 
nur noch 0,75 bis 1,0 Atome O auf 1 Atom C, wie sich aus den ent- 
sprechenden Quotienten Vacat-O/C ergibt. Ferner geht aus meinen 
Analysen hervor, daB wahrscheinlich ein Gemisch aus N-haltigen und 
N-freien Verbindungen in dem Restharn nach der Phosphorwolfram- 
siurefillung vorliegt. Rechnet man einmal die drei Quotienten auf 
ihre Atomverhiltnisse um, so ergibt sich, daB beim menschlichen Harn 
17,6 C auf 1 N und 30 auf 4C und 13,2 O auf 1 N, beim Kaninchen- 
harn 32,5 C auf 1 N und 1 O auf 1 € und 33,5 O auf 1 N kommen. Auf 
Grund dieser Verhaltnisse ist es wahrscheinlich, daB, wie der ganze 
Harn ein Gemisch darstellt, so auch der untersuchte Harnrest ein 
Gemenge ist. 

Welcher Art diese Kérper sind, kann nicht gesagt werden; aber 
daB bei diesem restierenden Substanzgemisch der Stickstoff keine 
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wesentliche Rolle mehr spielt, ist sicher. Man hat es also mit Ver- 
bindungen zu tun, die ihrer Provenienz nach im wesentlichen aus der 
Gruppe der Kohlenhydrate oder Fette einschlieBlich der beim Stoffumsatz 
entstehenden N-freien Eiweifderivate stammen miissen. 

Wenn diese Annahme richtig ist, dann miissen Stérungen im 
Kohlenhydrat- und Fett-Stoffwechsel die Lage der Quotienten in diesem 
Restharn in besonderer Weise beeinflussen kénnen. Es wird von Interesse 
sein, zundchst diese Frage einmal experimentell zu priifen. 


Experimenteller Teil. 
Erforderliche Reagenzien. 

1. Samtliche Reagenzien fiir die Halbmikro-C-Bestimmung nach Osuka 
(l.c. S. 289). 

2. Saimtliche Reagenzien fiir die Mikrovacat-O-Bestimmung nach Kanitz 
(l.c. S. 236). 

3. n/10 Alkalirhodanidlésung. 

4, Eisenammoniumalaunlésung (kalt gesattigt und mit einigen Tropfen 
Salpetersiure zur Verhinderung der Hydrolyse versetzt). 

5. Konzentrierte Schwefelséiure pro analysi. 

6. 10°.ige Kupfersulfatlésung p. a. 

7. 33°.ige Natronlauge, p. a. fiir Kijeldahl-Bestimmung. 

8. n/10 Kalilauge. 

9. n/10 Salzsaure. 

10. Konzentrierte Salzsaéure, p. a. 

11. n/2 Salzsaure, p. a. 

12. Methanol reinst, absolut (Herstellung s. unten’). 

13. Xanthydrol, frei von Xanthon und Dixanthylather. 

14. Soda reinst, 2n Lésung. 

15. Ather reinst. 

16. Pyrophosphorsiéure, kohlenstoffrei. 

17. Phosphorwolframséure p. a., stickstoffrei. 

18. Mit Kieselgur impragnierte Filter der Firma Macherey, Diiren i. Rhid. 


Ausfiihrung der Harnstofféllung. 


4 ccm frischer Harn werden mit 16 cem destilliertem Wasser verdiinnt, 
dazu 132cem Methanol, genau 8cem 2n HCl gegeben und mit 20 cem 
Xanthydrol (10°,ige Lésung in absolutem Methanol, die nach eintiagigem 
Stehen nochmals filtriert wird) versetzt. Das Zugeben des Fallungsreagenzes 
kann in etwa 5 bis 6 Portionen, aber auch in einem Gu geschehen, nur 
muB man dann etwas linger stehenlassen. Den schén kristallin ausfallenden 
Niederschlag von Dixanthylharnstoff filtriert man durch einen Glasgooch- 
tiegel der Korngr6éBe 4, wascht bis zur Gewichtskonstanz (etwa sechs- bis 


1 | Liter reinsten Methanols wird mit etwa 10 g metallischem Natrium 
in Portionen versetzt und unter Verwendung eines Hempel schen Auisatzes 
in eine durch ein Chlorealeiumrohr von der Luftfeuchtigkeit abgeschlossene 
Vorlage destilliert; die Mittelfraktion muB die richtige Dichte von 0,795 
bei 15°C haben. 
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siebenmal) mit Methanol, trocknet 20 Minuten bei 80°C im Trocken- 
schrank, lat erkalten und wigt. Die abgewogene Menge gibt, mit 0.035645 
multipliziert, den Gehalt des Harns an Harnstoff in | cem an. 


Entfernung des Nanthydrols. 


Filtrat und Waschfliissigkeit der vorstehenden Lésung wird mit der 
zur Neutralisation nétigen Menge 2n Sodalésung versetzt. Dieselbe er- 
mittelt man leicht durch Einstellung der Soda gegen die angewandte Salz- 
siure und Priifung, wieviel Kubikzentimeter Soda von dem jeweils analy- 
sierten Harn verbraucht werden. Man kann aber auch durch einen Vor- 
versuch, in dem man nur die Stickstoffwerte bestimmt, an Hand von 
1 bis 2 Tropfen Phenolphtalein den Punkt schwacher Soda-Alkalitit fest- 
stellen. Nun engt man im Vakuum bei 35 bis 40° zur Trockne ein, nimmt 
mit wenig Wasser auf und schiittelt drei- bis viermal mit reinstem Ather 
aus. Der Hahn des Scheidetrichters wird dabei mit ein wenig Pyrophosphor- 
siure geschmiert. Der letzte Atherauszug darf nach dem Verdunsten 
keinen Riickstand mehr hinterlassen. Darauf wird mit wenig Schwefel- 
siure schwach angesduert, falls nétig eingeengt und auf ein bestimmtes 
Volumen (etwa 15 bis 25 cem) mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 


Fallung mit Phosphorwolframsdure. 


Das Fallungsreagens stellt man sich auf folgende Weise her: 40 ¢. 


sorgfaltig auf NO! und NH, gepriifte Phosphorwolframsaiure werden in 
360 cem destilliertem Wasser gelést und 37cem 25° ige Salzsiure 
(D 1,126) dazugegeben. Nach eintagigem Stehen wird filtriert. 10 bis 
15 cem des vom Harnstoff befreiten Harns werden mit genau der gleichen 
Menge (Pipette!) obiger Loésung versetzt und 2 bis 3 Stunden auf der 
Schiittelmaschine in einer véllig trockenen, gut schlieBenden St6pselflasche 
geschiittelt. Danach wird durch ein trockenes Kieselgurfilter filtriert und 
in aliquoten Teilen C, N und Vacat-O bestimmt. 


Analytisches, 


Die Stickstoffbestimmung wird folgendermaBen ausgefiihrt: Von dem 
urspriinglichen Harn nimmt man leem, von dem nach der Harnstoff- 
entfernung 2 bis 3cem, von dem nach der Phosphorwolframsaurefallung 
3 bis 6 cem und bringt die jeweilige Menge in einen 100 bis 150 cem fassenden 
Kjeldahl-Kolben. Dazu gibt man je nach der Fliissigkeitsmenge 1 bis 4 cem 
konz. Schwefelsiure, 10 Tropfen der Kupfersulfatlésung sowie einige Glas- 
splitter zur Vermeidung von Siedeverzug. Der Aufschlu®B dauert 30 bis 
120 Minuten. Bei der Phosphorwolframsaéurelésung ist er dann beendet, 
wenn sich eine véllig gelbe Wolframverbindung am Kolbenboden abgesetzt 
hat. Nach dem Erkalten wird etwas mit Wasser verdiinnt, mit Natronlauge 
iibersattigt und mit Wasserdampf in eine Vorlage von n/10 Salzsiéure 
destilliert. Die Riicktitration erfolgt aus einer 2 cem fassenden Mikro 
biirette, die auch bei der C-Bestimmung Anwendung findet. Man 
nimmt auch hier | bis 3cem zur Oxydation. Unter vermindertem 
Druck absorbiert die in einer Birne vorgelegte 2n KOH die entstehende 
Kohlensaéure. In der Siedehitze wird BaCO, ausgefallt, das sich durch 
Zentrifugieren von der Lauge gut abtrennen laBt. Nach zweimaliger 
Waschung wird das BaC'O, in einer abgemessenen Menge n/10 HCI gelést 
und der nicht verbrauchte Rest mit n/10 KOH zuriicktitriert. 
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Die Berechnung ist bei Verwendung von n/10 Lésungen folgende: 


[(N n) 0,15}.0,6 = mgC in den zur Untersuchung eingefiillten 
Kubikzentimetern Harn. .V Anzahl Kubikzentimeter H Cl, die zur Lésung 
des BaCO, vorgelegt wurden; 7 Anzahl Kubikzentimeter, die zuriick- 


titriert wurden; 0,15 ist die Korrektur fiir den CO,-Gehalt der Luft und der 
Reagenzien. Icem n/10 HCl entspricht 0,6 mg C. 

Der C-Aufschlu8 der Phosphorwolframsadurelésung dauert linger (etwa 
60 bis 70 Minuten), und es ist zweckméBig, wegen des starken StoBens 
der Lésung Mikrobrenner mit feiner Regulierméglichkeit fiir jeden einzelnen / 
Kolben zu verwenden. Bei der Sauerstoffbestimmung nach Kanitz ist zu 
erwahnen, da8 nur die Chlorbestimmung des urspriinglichen Harns nach 
Mohr, die des vorbehandelten aber wegen des Séuregrades nach Volhard : 
ausgefiihrt werden mu. 
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Uber das gelbe Oxydationsferment. 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 


(Eingegangen am 13. Januar 1933.) 


In den Naturwissenschaften! haben wir ein Verfahren beschrieben, 
nach dem aus dem gelben Oxydationsferment ein kristallinischer Farb- 
stoff gewonnen werden kann, dessen Absorptionsspektrum — im Sicht- 
baren — im wesentlichen mit dem Absorptionsspektrum des Ferments 
iibereinstimmt. 

Der Farbstoff schmolz unter Zersetzung bei 321° (korr.). Er enthielt 
keine Asche, kein Halogen und keinen Schwefel. Nach dem Trocknen 
im Hochvakuum bei 58° fand Herr W. Liittgens: 


4,097 mg . 0,742 cem N (764 mm 21,8°). a rede at Mittel 21.40°, N 


aeGn ,, 0,061 ,, NM (ts ,, 20,6) . 3, 
3,717 mg . 8,342 mg CO, . 1,672 mg H,O . 61,2°,, C . 5,03°, H) Mittel 
3,511 ,, . 7,821 ,, CO,. 1,582 ,, H,O. 60,75% C.5,04% H | 60,98% C 
5,04% H 


Die Analyse stimmt am besten zu der Formel (C,3H,3N,0,),, doch 
halten wir auch die Formel (C,,H,.N,0,), fiir méglich. 

Der Farbstoff sublimierte im Hochvakuum (Badtemperatur 230°) 
unzersetzt; der Schmelzpunkt stieg dabei von 321° (korr.) auf 329° 


(korr.). 


! Die Naturwissenschaften 20, 980, 1932. 


Berichtigung. 
In der Arbeit: Heinz Holter: ,, Uber die Labwirkung“, diese Zeitschr. 
255, 160, 1932, sind folgende Druckfehler zu berichtigen: 
S. 165, Zeile 16 von oben, statt 0,00742 CaCl,: 0,00742 mol. CaCl,. 
S. 168, Zeile 6 von unten, statt 5 cem Wasser: 50 cem Wasser. S. 181], 
Zeile 14 von unten, statt XIX: XIV. S. 185, Zeile 17 von oben: statt 
310: 320. 
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